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1 Einleitung
Das feline Fibrosarkom ist eine infiltrativ wachsende, metastasierungsfa¨hige
Fibroblastenwucherung und ist bei der Katze der ha¨ufigste maligne mesen-
chymale Hauttumor (Hendrick et al., 1998; Kessler, 2000).
Die meisten felinen Fibrosarkome (ca. 76 %) treten in der Subkutis ty-
pischer Vakzinationsstellen, wie z. B. Nackenbereich, seitlich am Hals, zwi-
schen den Schulterbla¨ttern, dorsolateral am Thorax und lateral an den
Hintergliedmaßen auf und werden als Vakzinationsstellen-assoziierte Fi-
brosarkome bezeichnet. Fibrosarkome an allen anderen Ko¨rperlokalisatio-
nen werden als nicht Vakzinationsstellen-assoziierte Fibrosarkome ange-
sprochen (Hendrick und Brooks, 1994).
Feline Vakzinationsstellen-assoziierte Fibrosarkome zeigen neben dem lo-
kalen invasiven Wachstum eine starke Rezidivrate (25-70 %), aber selten
Metastasen , welche in den regiona¨ren Lymphknoten, im Mediastinum und
in der Lunge zu finden sind (Kirpensteijn, 2006; Hershey et al., 2005; Rud-
mann et al., 1996; Stiglmair-Herb und Ortmann, 1987).
Nach subkutanen Injektionen bzw. Vakzinationen werden fokale gra-
nulomato¨se Reaktionen mit zentraler Nekrose und peripherer Lymphozy-
teninfiltration sowie die Pra¨zenz von feingranula¨rem, grau-blauem Material
im Zytoplasma einiger Makrophagen beobachtet (Hendrick und Dunagan,
1991). Bei den Vakzinationen stehen vor allem FeLV- und Tollwutvakzinen
im Verdacht, die Bildung von Fibrosarkomen zu induzieren (Kass et al.,
1993; Macy und Hendrick, 1996).
Obwohl die exakte Pathogenese dieser Sarkome auch nach u¨ber 10 Jah-
ren immer noch unklar ist, wird ein Zusammenhang zwischen chronischer
Entzu¨ndung, persistierender Antigenstimulation und neoplastischer Trans-
formation von primitiven Mesenchymzellen vermutet (Macy und Hendrick,
1996). Wachstumsfaktoren wie FGF, TGFα und PDGF spielen bei der
Wundheilung und neoplastischen Zelltransformation eine Rolle und werden
von Tumorzellen der Sarkome exprimiert (Nieto et al., 2003). Mutationen
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des Tumorsuppressorgens p53, welches eine genomische Vera¨nderung inner-
halb der mo¨glichen Tumorursachen darstellt, wurden ebenfalls in felinen
Fibrosarkomen gefunden (Nambiar et al., 2000). Diesen Untersuchungen
zufolge scheinen Vakzinationen isoliert betrachtet keine Fibrosarkome zu
verursachen. Folglich liegt ein Mehrstufenprozess, der genetische, iatrogene
und lokale Faktoren einschließt, der Entstehung feliner Sarkome zugrunde
(Kirpensteijn, 2006).
Benigne Tumoren weisen in der Regel einen normalen diploiden Chro-
mosomensatz und intakte Zentrosomen auf (Ghadimi et al., 2000).
Bei vielen malignen Tumoren sind neben Genmutationen auch numeri-
sche Chromosomenaberrationen zu finden. Viele dieser Tumoren weisen ei-
ne starke Zunahme der Chromosomenzahl/Zelle auf (Salisbury et al., 1999).
Die Ha¨ufigkeit derartig vera¨nderter Zellen in Pra¨kanzerosen deutet dar-
auf hin, dass es sich um ein fru¨hes Ereignis in der Tumorentstehung handelt
(Rajagopalan und Lengauer, 2004).
Die exakte Ausbildung des Mitosespindelapparates wa¨hrend des Zelltei-
lungszyklus ist fu¨r eine symmetrische Chromosomenverteilung auf beide
Tochterzellen von großer Bedeutung.
Dabei spielt das Zentrosom als MTOC (engl.: microtubule organizing
center, Mikrotubuli-Organisationszentrum) der Zelle eine wichtige Rolle.
Zentrosomen sind der Ausgangspunkt der Mitosespindel. Wa¨hrend des Zell-
teilunszyklus erfolgt neben der DNA-Verdopplung auch eine Duplikation
des Zentrosoms.
Ein Zentrosom verdoppelt sich wa¨hrend eines normalen Zellteilungszy-
klus genau einmal, so dass zwei Zentrosomen entstehen, die die Spindelpole
des bipolaren Spindelapparates der Mitose bilden. Das Vorhandensein von
nur zwei Zentrosomen in einer Zelle, die in den Mitosezyklus tritt, ist Vor-
aussetzung fu¨r die gleichma¨ßige Chromatidenverteilung auf die Tochterzel-
len (Piel et al., 2001).
Eine Reihe von Regulationsmechanismen sorgt fu¨r einen kontrollierten
Ablauf des Zentrosomen- und Zellteilungszyklus. Eine Sto¨rung dieser Re-
gulationsmechanismen kann eine Hyperamplifikation von Zentrosomen, d.
h. ein Auftreten von mehr als zwei Zentrosomen pro Zelle zur Folge haben.
Bei vielen malignen Tumoren wurden u¨berza¨hlige Zentrosomen gefunden
(Salisbury et al., 1999).
Multiple Zentrosomen ko¨nnen wa¨hrend der Mitose zur Ausbildung mul-
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tipolarer Spindeln fu¨hren. Dies zieht in der Folge eine Chromosomenfehl-
verteilung nach sich.
Bei der Fehlverteilung von genetischem Material kann es zum Verlust
oder zum Gewinn von ganzen Chromosomen oder Chromosomenteilstu¨cken
kommen (Aneuploidie), wodurch chromosomal heterogene Zellen entstehen
(Fukasawa, 2005).
Die entstehenden aneuploiden Zellen ko¨nnen proliferationsinhibierende
Gene verlieren, wie z. B. das Tumorsuppressorgen p53, und zusa¨tzlich eine
versta¨rkte Expression von Onkogenen einleiten. Der Erwerb einer Anzahl
von genetischen Aberrationen la¨ßt in einem Mehrschrittprozeß aus einer
normalen Zelle eine Tumorzelle entstehen (Sugai et al., 2003).
Diese Ausfu¨hrungen zeigen, dass Zentrosomenaberrationen eine mo¨gli-
cherweise relevante Ursache fu¨r die Entstehung und Progression maligner
Tumoren darstellen.
In Studien mit humanen Tumoren wurde der Zusammenhang zwischen
chromosomaler Instabilita¨t und Zentrosomenhyperamplifikation beschrie-
ben, darunter in Zellen von Mammakarzinomen (D’Assoro et al., 2002;
Lingle et al., 2002), Prostatakarzinomen (Pihan et al., 2001), Kolonkarzino-
men (Ghadimi et al., 2000) und in hepatozellula¨ren Karzinomen (Nakajima
et al., 2004).
Auch Untersuchungen an Osteosarkomen, Chondrosarkomen und Rhab-
domyosarkomen von Hunden konnten eine chromosomale Instabilita¨t asso-
ziiert mit einer Hyperamplifikation der Zentrosomen darstellen (Setoguchi
et al., 2001).
Nur zu einem kleinen Prozentsatz (ca. 2 %) werden feline Fibrosarkome
durch ein Virus verursacht. Diese Form der felinen Fibrosarkome, welche
ha¨ufig bei Katzen unter 5 Jahren vorkommt, steht mit einer FeLV-Infektion
sowie FeSV-Entstehung in Verbindung (Hardy, 1981).
Ein hoher Anteil (ca. 78 %) der Fibrosarkome ist vakzinationsstellen-
assoziiert (Ortmann, 1986). 1987 wurde in Pennsylvania eine Vorschrift
erlassen, welche vorschrieb, dass Katzen gegen Tollwut zu impfen seien.
Seit 1991 beobachteten Hendrick und Goldschmidt eine Zunahme von Vak-
zinationsstellen-assoziierten Fibrosarkomen bei Katzen. Die tatsa¨chliche
Pra¨valenzrate von Vakzinationsstellen-assoziierten Fibrosarkomen der Kat-
ze ist unbekannt. Untersuchungen zufolge liegt das Risiko fu¨r ein Vakzinati-
onsstellen-assoziiertes Fibrosarkom zischen 1:1000 und 1:10000 (Macy und
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Hendrick, 1996; Hendrick, 1998a). Auf der Basis retrospektiver epidemio-
logischer Studien wurde eine steigende Pra¨valenz von 1:10000 geimpften
Katzen auf 3,6:10000 beobachtet (Kass et al., 1993; Coyne et al., 1997).
In einer 2-ja¨hrigen, weltweit unterstu¨tzten Studie von Gobar und Kass
(2002), wurden u¨ber 30000 Katzen in den USA und Kanada hinsichtlich
der Ha¨ufigkeit solcher Sarkome untersucht. Es wurde eine Ha¨ufigkeit von
1:30000 ermittelt; eine steigende Tendenz war nicht zu erkennen. Im Uni-
ted Kingdom, wo nicht routinema¨ßig gegen Tollwut geimpft wird, wird eine
Ha¨ufigkeit von 0,21:10000 geimpften Katzen angenommen (Day, 2006).
Mayr et al. (1991, 1996) sowie Kalat et al. (1991) fanden bei der Unter-
suchung von felinen Fibrosarkomzellen jeweils starke numerische Chromo-
somenaberrationen.
Miki et al. (2004) konnte in einer Arbeit mit felinen Lymphomzelllini-
en eine genetische Instabilita¨t, verbunden mit einer Zentrosomenhyperam-
plifikation darstellen. In dieser Studie konnte eine Korrelation zwischen
Zentrosomenhyperamplifikation und chromosomaler Instabilita¨t ermittelt
werden.
Zytogenetische Studien mit felinen Fibrosarkomen bezu¨glich chromoso-
maler Instabilita¨t in Verbindung mit Zentrosomenaberrationen, sind bisher
nicht vero¨ffentlicht worden.
Am Institut fu¨r Veterina¨r-Pathologie der Justus-Liebig-Universita¨t Gie-
ßen wurden im Rahmen eines anderen Promotionsverfahrens (Lo¨hberg-
Gru¨ne, derzeit i. Abschluss) fu¨nf permanente feline Fibrosarkomzelllinien
etabliert. Bei allen Zelllinien wurde eine chromosomale Instabilita¨t (Aneu-
ploidie) festgestellt.
Ziel der vorliegenden Studie war es nun, alle 5 etablierten Fibrosarkom-
zelllinien zu klonieren und ihre chromosomale Ausstattung zu evaluieren.
Desweiteren sollte durch immunhistologische Untersuchungen ein mo¨gli-
cher Zusammenhang zwischen einer Zentrosomenhyperamplifikation und
chromosomaler Instabilita¨t untersucht werden.
Durch die zytogenetische Charakterisierung dieser felinen Fibrosarkom-
zelllinien soll ein Beitrag zur Kla¨rung genetischer Faktoren innerhalb der
Pathogenese feliner Fibrosarkome geleistet werden.
In Zukunft ko¨nnten immunhistologische Zentrosomenuntersuchungen
Ru¨ckschlu¨sse auf die chromosomale Beschaffenheit von Fibrosarkomen zu-
lassen.
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2 Literaturu¨bersicht
2.1 Genetische Instabilita¨t als Merkmal maligner
Tumoren
Eine nomale Zelle muss genetische Vera¨nderungen, welche DNA-Sequenz-
mutationen (z. B. Punktmutationen, Deletionen, Insertionen von Basen-
paaren) und/oder Strukturanomalien in einem oder mehreren Chromoso-
men erfahren, um zu einer malignen Zelle transformiert zu werden (Bha-
radwaj und Yu, 2004; Emdad et al., 2005; Frank und Nowak, 2004). Obwohl
viele dieser genetischen Vera¨nderungen den unmittelbaren Zelltod zur Folge
haben, ko¨nnen in einem Mehrschrittprozess neoplastische Zellen entstehen
(Lengauer et al., 1998). Weiterhin sind karyotypische Vera¨nderungen, wel-
che den Zugewinn bzw. den Verlust ganzer Chromosomen (Aneuploidie)
nach sich ziehen, ha¨ufig in humanen Tumoren zu finden (Lengauer et al.,
1997, 1998).
Chromosomale Aberrationen von Tumorzellen umfassen sowohl nume-
rische als auch strukturelle Alterationen, welche zu einer chromosomalen
Instabilita¨t einer Zelle fu¨hren (Pihan et al., 1998; Weber et al., 1998). Es
wird vermutet, dass diese Prozesse in einem fru¨hen Stadium stattfinden
und damit der treibende Motor der Tumorigenese sind (Shih et al., 2001).
2.2 Chromosomale Instabilita¨t
Chromosomale Instabilita¨t ist durch Chromosomenbru¨che, die Amplifika-
tion oder Deletion chromosomaler Regionen und durch den Zugewinn bzw.
Verlust ganzer Chromosomen charakterisiert, welche u¨ber mehrere Zellge-
nerationen hinweg bestehen bleiben.
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Als Ergebnis chromosomaler Instabilita¨t ko¨nnen die Karyotypen von ma-
lignen Tumorzellen innerhalb eines klonal entstandenen Tumors hinsichtlich
der Chromosomenzahl und Chromosomenstruktur extrem variieren (McGa-
vin und Zachary, 2007).
Tumorzellen zeigen oft komplexe zytogenetische Abnormalita¨ten, die bei-
des, sowohl numerische als auch strukturelle Chromosomenaberrationen
umfassen (Hanahan und Weinberg, 2000).
2.3 Chromosomenaberrationen
2.3.1 Numerische Chromosomenaberrationen
Sowohl Autosomen als auch Gonosomen (Geschlechtschromosomen) ko¨n-
nen von numerischen Aberrationen betroffen sein. Diese Aberrationen um-
fassen Vera¨nderungen in der Chromosomenzahl pro Zelle.
Eine Aneuploidie bezeichnet Abweichungen in der Anzahl ganzer Chro-
mosomen vom normalen diploiden Chromosomensatz einer Zelle (Euploi-
die). Aneuploidien treten sowohl in somatischen Zellen als auch in Keim-
zellen auf (Sen, 2000).
Ist der Chromosomensatz einer diploiden Zelle um ein oder mehrere
Chromosomen vermindert, spricht man von einer Hypodiploidie. Im Ge-
gensatz dazu sind bei der Hyperdiploidie einzelne Chromosomen vermehrt
vorhanden.
Die entstehenden aneuploiden Zellen ko¨nnen eine defekte Expression pro-
liferationsinhibierender Gene sowie einen Verlust einzelner oder mehrerer
Gene , wie z. B. Tumorsuppressorgene zeigen. Bei u¨berza¨hligen Genen kann
zusa¨tzlich eine versta¨rkte Expression von Onkogenen vorliegen.
Ein wichtiger Vorgang hierbei ist die Non-Disjunction, die wa¨hrend der
Meiose und auch in der Mitose auftreten kann. Hierbei trennen sich homolo-
ge Chromosomen nicht, sondern gelangen, nach der Zellteilung, gemeinsam
in eine Tochterzelle (Shi und King, 2005). Desweiteren gibt es noch die
Polyploidie, bei der nicht einzelne Chromosomen vermehrt zu finden sind,
sondern der ganze Chromosomensatz vervielfacht vorliegt.
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2.4 Aneuploidie und deren Bedeutung fu¨r die Tumorentstehung
2.3.2 Strukturelle Chromosomenaberrationen
Strukturelle Chromosomenaberrationen weisen Umbauten (z. B. Insertion,
Duplikation, Deletion, Translokation) in einem Chromosom oder zwischen
Chromosomen auf. Hierbei sind sogenannte balancierte Strukturvera¨nde-
rungen, bei denen es zu keinem Verlust oder Zugewinn von genetischem
Material kommt, von unbalancierten zu unterscheiden (Albertson et al.,
2003). Unbalancierte Strukturvera¨nderungen fu¨hren zu einem Gewinn oder
Verlust von Erbinformation. Strukturelle Chromosomenvera¨nderungen tre-
ten z. B. bei oralen Plattenepithelkarzinomen des Menschen mit sich wie-
derholenden Breakage-fusion-bridge (BFB) Zyklen, assoziiert mit Telomer-
verku¨rzungen, auf (Murnane und Sabatier, 2004).
2.4 Aneuploidie und deren Bedeutung fu¨r die
Tumorentstehung
Wa¨hrend eines Zellteilungszyklus werden die replizierten Chromosomen
gleichma¨ßig auf die beiden Tochterzellen verteilt. Chromosomale Instabi-
lita¨t ist durch den Verlust oder den Zugewinn ganzer Chromosomen (An-
euploidie) gekennzeichnet (Emdad et al., 2005).
Ob Aneuploidie die Ursache maligner Tumoren ist oder lediglich als eine
Begleiterscheinung anzusehen ist, ist noch nicht gekla¨rt (Sen, 2000). Die
Ha¨ufigkeit numerischer Chromosomenaberrationen in Pra¨kanzerosen deu-
tet auf ein fru¨hes Ereignis in der Tumorentstehung hin. Pra¨neoplastische
Vera¨nderungen wie die orale Leukoplakie (Sudbo et al., 2001) oder klei-
ne benigne Kolontumoren (Bomme et al., 1998), zeigen in der Humanme-
dizin numerische Chromosomenalterationen und mit zunehmender Gro¨ße
entwickeln sich maligne Tumoren, wie z. B. aus oralen Leukoplakien sich
Plattenepithelkarzinome entwickeln ko¨nnen (Sudbo et al., 2001).
Chromosomale Instabilita¨t ist fu¨r die Zelle mit einem hohen Risiko des
Absterbens verbunden, da lebensnotwendige Grundfunktionen durch das
Fehlen essentieller Gene betroffen sein ko¨nnen.
Fu¨r die Zelle ist entscheidend, wie viele genetische Vera¨nderungen kom-
pensierbar sind (Alberici et al., 2007).
So kann der Funktionsverlust lebenswichtiger Gene u¨ber eine negative
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Selektion der Zellen des Tumors zum fru¨hzeitigen Absterben dieser Tu-
morzellen fu¨hren.
Durch die Deletion von Tumorsuppressorgenen sowie eine Amplifikati-
on und versta¨rkte Expression von Onkogenen kann eine Zelle die zur Tu-
morigenese no¨tige Anzahl an genetischen Aberrationen erlangen, maligne
transformieren und ein unkontrolliertes Zellwachstum zeigen (Lengauer et
al., 1998).
Eine Anzahl verschiedener Mechanismen kann zu einer Chromosomen-
fehlverteilung fu¨hren, darunter fehlerhafte Kontrollpunktabla¨ufe wa¨hrend
der Mitose (Cahill et al., 1998), defekte Kinetochorfunktionen oder eine
anormale Zentrosomenhyperamplifikation (Giehl et al., 2005; Fletcher und
Muschel, 2006).
Die Rolle von u¨berza¨hligen Zentrosomen im Zusammenhang mit chro-
mosomaler Instabilita¨t ist noch nicht restlos gekla¨rt.
Es gibt zwei Modelle, die den Mechanismus von Chromosomenzugewin-
nen bzw. -verlusten durch Zentrosomenhyperamplifikation verdeutlichen.
Zellen, die einen Zellteilungszyklus mit multipolaren Mitosespindeln durch-
laufen, verteilen die replizierten Chromosomen ungleichma¨ßig auf die Toch-
terzellen. Aus Zellen mit z. B. tripolaren Spindeln ko¨nnen drei Tochterzellen
hervorgehen. Sind diese Tochterzellen u¨berlebensfa¨hig, dann ko¨nnen diese
extreme hypodiploide Chromosomenaberrationen zeigen (Fukasawa, 2002).
Ein anderes Modell besagt, dass sich u¨berza¨hlige Zentrosomen (mehr als 2
Zentrosomen pro Zelle) zu einem pseudo-bipolaren Spindelapparat arran-
gieren ko¨nnen. Chromosomen werden in diesem Fall scheinbar gleichma¨ßig
auf die Tochterzellen verteilt, jedoch ko¨nnen sich einige Zentrosomen wa¨h-
rend der Anaphase außerhalb der bipolaren Achse anordnen und folglich
wird ein Teil der Chromosomen fehlverteilt. Die Tochterzellen mit den miss-
egregierten Chromosomen weisen anschließend aneuploide Genome auf (Fu-
kasawa, 2005).
Zhou et al. (1998) zeigten, dass das Gen einer Zentrosomen-assoziierten
Kinase in verschiedenen humanen Tumoren u¨berexprimiert wird, wodurch
eine Zentrosomenhyperamplifikation mit Bildung multipolarer Spindelpo-
le entsteht (Zhou et al., 1998). Die multiplen Spindelpole fu¨hren zu einer
Chromosomenfehlverteilung auf die Tochterzellen und aneuploide Tochter-
zellen gehen aus diesen Zellteilungen hervor (Bharadwaj und Yu, 2004).
In vielen humanen Tumoren, wie z. B. Mammakarzinomen (Lingle und
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Salisbury, 1999), Prostatakarzinomen (Pihan et al., 1998) oder Plattenepi-
thelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich (Gustafson et al., 2000) wurden
u¨berza¨hlige Zentrosomen beobachtet.
Zentrosomen von Tumorzellen weisen neben numerischen Aberrationen
auch strukturelle Vera¨nderungen auf. Hierzu za¨hlen unter anderem eine
Volumenzunahme der Zentriolen, die Akkumulation von perizentriola¨rem
Material sowie eine unzureichende Phosphorylierung von Zentrosomenpro-
teinen (Pihan et al., 1998; Lingle et al., 1998).
Aus diesen Gru¨nden wurde in vielen Studien maligner Tumoren die Auf-
merksamkeit auf numerische und strukturelle Zentrosomenaberrationen ge-
lenkt, welche in der Entwicklung chromosomaler Instabilita¨t und Tumor-
progression eine wichtige Rolle spielen (Doxsey, 1998).
2.5 Struktur und Funktion von Zentrosomen
Zentrosomen sind in eukaryotischen Zellen die Mikrotubuli-Organisations-
zentren. Zu den Hauptfunktionen za¨hlen die Bu¨ndelung mitotischer Mikro-
tubuli fu¨r die korrekte Positionierung der mitotischen Spindel wa¨hrend der
Mitose und der Aufbau zytoplasmatischer Mikrotubuli fu¨r das Zytoskelett
der Interphasezellen (Rieder et al., 2001).
Zentrosomen sollen an der Etablierung von Kontrollpunkten, an der In-
itiation der S-Phase und an der Beendigung der Zytokinese beteiligt sein
(Fukasawa, 2002, 2005; Nigg, 2002).
Zentrosomen bestehen aus drei verschiedenen Domainen:
• Zentriola¨re Domaine: sie stellt das Zentrum des Zentrosoms dar und
entha¨lt, abha¨ngig vom Zellteilungszyklus, entweder eine einzelne Zen-
triole oder ein Paar Zentriolen.
• Perizentriola¨re Domaine: sie umgibt das Zentrosom und wird auch
als perizentriola¨res Material (PCM, pericentriolar matrix) bezeichnet
(siehe Abb. 2.1)
Beide Domainen zusammen haben in eukaryotischen Zellen einen
Durchmesser von ca. 1 µm.
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• A¨ußere zentriola¨re Domaine: so wird der Bereich genannt, in dem das
Zentrosom mit dem umgebenden Zytoplasma durch Mikrotubuli und
-filamente interagiert (Kra¨mer et al., 2002).
Abbildung 2.1: Zentrosomenstruktur
(modifiziert nach Doxsey, 2001)
Die Zentriolen sind zylinderfo¨rmige symmetrische Strukturen mit einer
La¨nge von ca. 0,2-0,5 µm und einem Durchmesser von 0,2 µm. Jedes be-
steht aus neun Mikrotubuli-Triplets. Beide Zentriolen liegen im rechten
Winkel zueinander und sind am proximalen Pol durch interzentriola¨re Ver-
knu¨pfungsfasern (siehe Abb. 2.1) miteinander verbunden (Fukasawa, 2002).
Beide Zentriolen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur (siehe
Abb. 2.1). Eine Zentriole weist am distalen Pol subdistale Fortsa¨tze (Sa-
telliten) und distale Fortsa¨tze auf (Mutterzentriole), der anderen Zentriole
fehlen diese (Tochterzentriole). Die Fortsa¨tze sind fu¨r die Verankerung der
zu bildenen Mikrotubuli von Bedeutung (Bornens, 2002).
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Unter Zentrosomenproteinen werden sowohl zentrosomale Proteine als
auch Zentrosom-assoziierte Proteine verstanden, die an der Bildung des bi-
polaren Spindelapparates beteiligt sind, wie zum Beispiel Ninein und Cen-
triolin.
Ein wichtiger Bestandteil des perizentriola¨ren Materials (PCM) ist γ-
Tubulin (Stearns et al., 1991). Dieses ist ein hochkondensiertes Protein
(Molekulargewicht von 48 kDa), welches γ-Tubulin-Ringkomplexe im peri-
zentriola¨ren Material bildet, die als Ursprung der Tubulin-Polymerisation
dienen (Schiebel, 2000). Die Mikrotubuli wachsen von den γ-Tubulin-Ring-
komplexen in Richtung Zellperipherie aus. Das wachsende Ende ist das so-
genannte Plus-Ende; die dem Zentrosom zugewandte Seite bezeichnet man
als das Minus-Ende. Wa¨hrend des Zellteilungszyklus ist γ-Tubulin in der
PCM, in der Na¨he des proximalen Endes der Zentriole, vorhanden. Kurz
vor der Einleitung der Mitose nimmt die Konzentration an γ-Tubulin und
auch an Mikrotubuli-assoziierten (MT-) Proteinen in der PCM sehr stark
zu (Bladgen und Glover, 2003).
Mit Hilfe von Antiko¨rpern gegen γ-Tubulin ko¨nnen Zentrosomen in bild-
gebenden Verfahren dargestellt werden.
Die um beide Zentriolen gelegene perizentriola¨re Matrix ist ein faseriges
Maschenwerk, in welchem Proteinaggregate eingelagert sind. Sogenannte
Coiled-Coil-Proteine, wie Pericentrin, stellen die hauptsa¨chlichen Protei-
ne dar, welche ein Geru¨st fu¨r Ankerproteine (AKAP: A-kinase-anchoring
proteins) bilden. Diese dienen der Bindung von Signalmoleku¨len und der
Stabilisierung sowie Bu¨ndelung der Mikrotubuli (Lange, 2002).
Eine gut charakterisierte Komponente der perizentriola¨ren Matrix ist
der γ-Tubulin-Ringkomplex. Dieser besteht aus γ-Tubulin und weiteren
Proteinen, die noch nicht vollsta¨ndig charakterisiert sind. Zwei Proteine
sind als Spc97p und Spc98p bekannt (Murphy et al., 1998).
Bisher ist wenig bekannt, wie γ-Tubulin-Ringkomplexe in Sa¨ugerzellen
gebildet und an die Zentrosomen gebunden werden. Pericentrin, ein großes
coiled-coil Protein der perizentriola¨ren Matrix soll an dieser Aufgabe mit-
beteilgt sein (Dictenberg et al., 1998).
Zentriolen a¨hneln in ihrer Struktur Basalko¨rperchen, welche an der Basis
von eukaryotischen Zilien und Flagellen gefunden werden (Doxsey, 2001).
Ob Zentriolen innerhalb des Zentrosoms auch eine Strukturfunktion u¨ber-
nehmen ist bisher unklar. Pflanzenzellen, Hefen, Pilze und Oozyten eini-
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ger embryonaler Systeme besitzen Zentrosomen ohne Zentriolen. In diesen
Fa¨llen, geht man davon aus, dass Zentriolen fu¨r die Funktion oder Struktur
des Zentrosoms nicht erheblich sind (Karsenti und Maro, 1986).
2.6 Regulation des Zellteilungszyklus
Zellteilung, Zellwachstum und Zelldifferenzierung unterliegen strengen Re-
gulationsmechanismen. Sind diese im Zellverband ho¨herer Organismen ge-
sto¨rt, kann es zu einem vera¨nderten Proliferationsverhalten der Zellen und
damit zur Entstehung von Tumoren kommen (Lodish et al., 2001).
Die DNA-Replikation und die Mitose sind zwei voneinander abha¨ngige
Vorga¨nge, die einer strengen Kontrolle und Regulation unterliegen. Spezi-
fische Kontrollpunkte sorgen fu¨r einen zeitlich abgestimmten und irrever-
siblen Zyklusablauf (Elledge, 1996).
Die G1-Phase und die G2-Phase ermo¨glichen die Kontrolle, ob die voran-
gegangene Zyklusphase korrekt abgeschlossen wurde und ob die Replikation
der DNA fehlerfrei abgelaufen ist. Innerhalb der Mitose wird der U¨ber-
gang von der Metaphase zur Anaphase reguliert. Die Trennung der Zwei-
Chromatiden-Chromosomen erfolgt erst, wenn alle Chromosomen mit bei-
den Zellpolen des Spindelapparates verbunden sind. Bei DNA-Scha¨den wird
der Zellzyklus in der G1-oder G2-Phase arretiert oder die DNA-Synthese
wird zeitlich gestreckt, um Reparaturvorga¨nge zu ermo¨glichen.
Jede Zelle entsteht durch Teilung ihrer Mutterzelle und bildet die Grund-
lage fu¨r Wachstums-und Differenzierungsvorga¨nge. Beim Zellteilungszyklus
somatischer Zellen unterscheidet man die Teilungsphasen G1, S, G2 und M
von einer proliferatorischen Ruhephase, der sogenannten G0-Phase.
Der Zellteilungszyklus la¨uft nach einem einheitlichen Schema ab und
gewa¨hrleistet die gleichma¨ßige Verteilung der genetischen Information der
DNA auf zwei Tochterzellen. In der G1-Phase (engl.: G =gap, Ruhepha-
se) erfolgt ein Zellwachstum und die Vorbereitung der DNA-Replikation.
Jedes Chromosom besteht aus nur einer Chromatide. In der folgenden S-
Phase (DNA-Synthesephase) entstehen aus den Ein-Chromatid-Chromo-
somen durch vollsta¨ndige DNA-Verdopplung Zwei-Chromatide-Chromoso-
men. Dann schließt sich die G2-Phase an, die zwischen dem Abschluß der
DNA-Replikation und der Mitose liegt. Die M-Phase (Mitose) kann man
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wiederum in mehrere Stadien unterteilen: Prophase, Metaphase, Anaphase
und Telophase.
In der Prophase beginnt die Kondensation der Chromosomen und der
Nucleolus verschwindet. Die in der Interphase duplizierten Zentrosomen
trennen sich und wandern zu den gegenu¨berliegenden Zellpolen. Zu Be-
ginn der Metaphase erfolgt der Kernmembranabbau durch eine Dephos-
phorylierung der Kernmembran. Die Mikrotubuli ko¨nnen nun den Kern-
bereich durchdringen und am Kinetochor (Anheftungsstelle am Zentromer
des Chromosoms) andocken. In der Metaphase werden die kondensierten
Metaphasechromosomen durch die Mikrotubuli der Spindel, zwischen den
Spindelpolen, in der A¨quatorialebene ausgerichtet. Befinden sich alle Chro-
mosomen in der Metaphasenplatte, ist die Metaphase abgeschlossen.
In der Anaphase werden die Zwei-Chromatiden-Chromosomen durch die
Spindelfasern an die beiden gegenu¨berliegenden Spindelpole gezogen. In der
sich anschließenden Telophase wird die Kernmembran neu gebildet und die
Dekondensation der Chromosomen erfolgt.
Nach der M-Phase treten die Zellen in die G1-Phase ein. Ausdifferen-
zierte, nicht mehr teilungsfa¨hige Zellen bleiben in dieser Phase, die dann
G0-Phase (Ruhephase) genannt wird. Ausdifferenzierte, aber teilungsfa¨hige
Zellen treten nach dem Durchlauf der Mitose in die G0-Phase ein, aus der
sie bei Bedarf reaktiviert werden und wieder in die G1-Phase zuru¨ckkeh-
ren. Durch diesen Zyklus wird die Zellproliferation gesteuert. G1-, S- und
G2-Phase werden auch zusammengefaßt als Interphase bezeichnet (Alberts
et al., 2002).
2.7 Verlauf und Regulation des
Zentrosomenduplikationszyklus
Wa¨hrend des Zellzyklus erfolgt neben der DNA-Verdopplung auch eine Du-
plikation des Zentrosoms. Dieser Zyklus stellt sicher, dass sich das Zentro-
som, mit den Zellzyklusphasen koordiniert, vor der Mitose verdoppelt hat
(Hinchcliffe und Sluder, 2001). Der Verlauf des Zentrosomenzyklus ist eng
an den Chromosomenzyklus gekoppelt. Die Zentrosomen werden, a¨hnlich
den Ein-Chromatid-Chromosomen, im Verlauf des Zellzyklus dupliziert und
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dann auf die Tochterzellen verteilt (Tsou und Stearns, 2006). Die Abbil-
dung 2.2 stellt schematisch den Ablauf des Zentrosomenduplikationszyklus,
koordiniert mit den Zellteilungsphasen (G1-Phase, S-Phase, G2-Phase und
M-Phase), dar.
Abbildung 2.2: Zentrosomenduplikationszyklus
(modifiziert nach Crasta und Surana, 2006)
Bei eukaryotischen Zellen erfolgt in der spa¨ten G1-Phase die geringfu¨gige
Trennung der zwei rechtwinklig zueinander stehenden Zentriolen. Hierbei
kommt es zu einer Lockerung der interzentriola¨ren Verknu¨pfungsfasern am
proximalen Pol der Zentriolen und eine Verdopplung des Zentrosoms kann
eingeleitet werden (siehe Abb. 2.2 (a)). Dieser Vorgang (centrosome disori-
entation) wird durch den Cyclin E/CdK2-Komplex gesteuert (Hinchcliffe
und Sluder, 2002; Lacey et al., 1999). Der Cyclin E/CdK2-Komplex phos-
26
2.7 Verlauf und Regulation des Zentrosomenduplikationszyklus
phoryliert das Protein Nukleophosmin am Zentrosom, wodurch dieses dann
vom Zentrosom dissoziiert und den Zentrosomenduplikationszyklus einlei-
tet (Okuda et al., 2000; Bobinnec et al., 1998). In einer Studie wurde festge-
stellt, dass viele regulatorische Mechanismen existieren, die die Kontrolle
u¨ber die Zentrosomenduplikation haben. Extrazellula¨re Signale, wie zum
Beispiel der epidermal growth factor (EGF), sind an der Initiation der Du-
plikation von Zentrosomen in der G1-Phase beteiligt (Balczon et al., 1995).
Desweiteren wird das Retinoblastomprotein (Rb-Protein) durch den Cy-
clin E/CdK2-Komplex phosphoryliert, wodurch der Transkriptionsfaktor
E2F freigesetzt wird. Dieser Transkriptionsfaktor aktiviert im Nukleus die
Transkription von S-Phase-Genen, deren Proteine dann die DNA-Synthese
und die Zentrosomenduplikation regulieren (Meraldi et al., 1999).
Nach Einleitung der Zentrosomenverdopplung (centrosome duplication),
am G1-/S-U¨bergang (siehe Abb. 2.2 (b)), wa¨chst am proximalen Pol der
Mutterzentriole, eine neue Prozentriole aus.
Die fu¨r die Bildung der neuen Zentriole beno¨tigten Proteine werden durch
Dynein Mikrotubuli-abha¨ngig zum Zentrosom transportiert.
Wa¨hrend der S-Phase wa¨chst die neue Zentriole (centrosome elongation)
und erreicht in der G2-Phase (siehe Abb. 2.2 (c)) ihre volle Gro¨ße.
Am G2-/M-U¨bergang erfolgt eine Expansion des perizentriola¨ren Ma-
terials (PCM) und es werden Zentrosomenproteine phosphoryliert, damit
Mikrotubuli der mitotischen Spindel um die Zentrosomen gebu¨ndelt wer-
den ko¨nnen. Die Mutterzentriole weist am Ende dieser Phase subdistale
Fortsa¨tze (Satelliten) und distale Fortsa¨tze auf. Dieser Schritt (siehe Abb.
2.2 (d)) ist als Reifung der Zentrosomen (centrosome maturation) anzu-
sehen. Anschließend wird die Bindung zwischen den beiden Zentrosomen,
vermittelt durch Protein c-Nap1, gelo¨st (siehe Abb. 2.2 (e)). Die Disso-
ziation des Proteins c-Nap1 vom Zentrosom wird durch die Nek2-Kinase
ausgelo¨st, die c-Nap1 phosphoryliert (centrosome separation).
Die separaten Zentrosomen (siehe Abb. 2.2 (f)) werden nun zu den ent-
gegengesetzten Zellkernseiten verlagert und spa¨ter, wa¨hrend der Mitose, zu
den entgegengesetzten Zellpolen, so dass die mitotischen Spindeln gebildet
werden ko¨nnen (Meraldi und Nigg, 2002).
Um einen korrekten Ablauf sicherzustellen, unterliegt der Zentrosomen-
duplikationszyklus der Kontrolle des Zellteilungszyklus. Diese Kontrolle
wird durch die heterodimeren Proteinkinasen Cyclin A/CdK2 und Cy-
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clin E/CdK2 durchgefu¨hrt (Meraldi et al., 1999; Morgan, 1997). Zusa¨tzlich
spielen mehrere Struktur-und Regulatorproteine eine wichtige Rolle, wie
zum Beispiel das Protein -Tubulin (Chang et al., 2003), außerdem die
Phosphorylierung von Centrin-2 (Salisbury et al., 2002) sowie die Calcium-
Calmodulin Kinase II (Matsumoto und Maller, 2002). Fu¨r den Prozess
der Zentrosomenreifung sind Phosphorylierungen von Proteinen der peri-
zentriola¨ren Matrix durch mitotische Kinasen, wie z. B. Cyclin B/CdK1,
essentiell.
Es ist festzuhalten, dass das zentrale Element der Regulation Phospho-
rylierungen von Proteinen sind, die auch fu¨r den exakten Ablauf des Zell-
teilungszyklus verantwortlich sind (Nigg, 2001).
Die exakte Verdopplung des Zentrosoms ist von enormer Bedeutung,
da ansonsten Sto¨rungen dieses Zyklus schwere Folgen fu¨r die Genomsta-
bilita¨t ha¨tten. Die Anwesenheit u¨berza¨hliger Zentrosomen la¨ßt die Wahr-
scheinlichkeit steigen, dass es zur Bildung multipolarer Spindeln mit einer
anschließenden Chromosomenfehlverteilung auf die Tochterzellen kommt
(Brinkley, 2001).
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2.8 Zentrosomenhyperamplifikation in Tumoren:
Vorkommen, Definition und Mechanismen
In Studien an humanen Tumoren wird der Zusammenhang zwischen chro-
mosomaler Instabilita¨t und Zentrosomenhyperamplifikation beschrieben,
darunter in Zellen von Mammakarzinomen (D’Assoro et al., 2002; Lin-
gle et al., 2002), Prostatakarzinomen (Pihan et al., 2001), Kolonkarzino-
men (Ghadimi et al., 2000) und in hepatozellula¨ren Karzinomen (Nakajima
et al., 2004).
Auch Untersuchungen an verschiedenen Tumoren von Hunden (u. a. Os-
teosarkome, Chondrosarkome und Rhabdomyosarkome) konnten eine chro-
mosomale Instabilita¨t assoziiert mit einer Hyperamplifikation der Zentro-
somen darstellen (Setoguchi et al., 2001).
Eine Studie von Miki et al. (2004) konnte ebenfalls eine solche Korrela-
tion bei felinen Lymphomzelllinien feststellen.
Daru¨berhinaus wurden hyperamplifizierte Zentrosomen auch in fru¨hen
pra¨kanzerogenen Vera¨nderungen, z. B. bei Prostatahyperplasien oder be-
nignen Kolontumoren festgestellt (Kayser et al., 2005; Pihan et al., 2001,
2003). Koutsami und seine Mitarbeiter (2006) untersuchten Lungenkarzi-
nome. Numerische Zentrosomenalterationen wurden nicht nur bei fast ei-
nem Drittel (28,6%) der analysierten Tumoren gesehen, sondern auch im
benachbarten Gewebe der Karzinome.
Eine in der G0-, G1-, S- und fru¨hen G2-Phase befindliche Zelle besitzt
ein Zentrosom, welches sich aus zwei Zentriolen zusammensetzt. Dies ist
ein Normalzustand.
Zwei Zentrosomen in einer Zelle sind ebenfalls als Normalzustand an-
zusehen, da Interphasekerne mit zwei Zentrosomen (spa¨te G2-Phase und
M-Phase) wa¨hrend des Zentrosomenduplikationszyklus von entarteten Zel-
len nicht abzugrenzen sind.
Folglich wird unter dem Begriff Zentrosomenhyperamplifikation das Vor-
liegen von mehr als zwei Zentrosomen in einer Zelle verstanden.
Es werden mehrere Mechanismen diskutiert, die zu einer Zentrosomen-
hyperamplifikation in Tumoren fu¨hren ko¨nnen.
Zum einen ko¨nnte sich ein Zentrosom mehr als nur einmal wa¨hrend
des Zentrosomenduplikationszyklus, welcher parallel zum Zellteilungszy-
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klus abla¨uft, duplizieren.
Das Resultat einer solchen Reduplikation von Zentrosomen ko¨nnte zu
einer geraden oder ungeraden Anzahl an Zentrosomen pro Zelle fu¨hren, da
nicht zwangsla¨ufig beide Zentrosomen eine erneute Verdopplung durchlau-
fen.
Zum anderen ko¨nnte bei Zellen die Zytokinese als letzter Schritt des Zell-
teilungszyklus ausbleiben. Die Folge ist nicht nur eine Zunahme der Zen-
trosomenanzahl pro Zelle, sondern auch eine daraus folgende Tetraploidie
der Zelle (Nigg, 2002).
Eine weitere Mo¨glichkeit stellt eine Sto¨rung der Zentriolenpaarbildung
am Ende des Zentrosomenduplikationszyklus dar. Bei der Paarbildung von
Mutterzentriole und der neugebildeten Tochterzentriole kann ein Zentriol
dissoziieren und ein eigensta¨ndiges, individuelles Zentrosom bilden (Hut
et al., 2003).
Eine vierte Erkla¨rung besagt, dass eine Zentrosomenhyperamplifikati-
on auch von azentriola¨r neugebildeten Zentrosomen herru¨hren ko¨nnte. Ein
solches Pha¨nomen wurde in somatischen Zellen von Vertebraten beobach-
tet, deren Zentrosomen experimentell zersto¨rt wurden (Khodjakov et al.,
2002). Die Zellfusion wird auch als eine Mo¨glichkeit der Zentrosomenhy-
peramplifikation diskutiert. Je nach Zellteilungsphase der fusionierenden
Zellen, resultiert eine u¨berza¨hlige Zentrosomenzahl/Zelle bzw. eine Poly-
ploidie des Genoms daraus (Nigg, 2002). Eine durch Zellfusion induzierte
Zentrosomenhyperamplifikation wurde in humanen Brustepithelzellen be-
obachtet (Shekhar et al., 2002).
Eine anormale Zentrosomenhyperamplifikation fu¨hrt durch die Ausbil-
dung multipler Spindelpole wa¨hrend der Mitose zu einer Chromosomen-
missegregation. Die entstehenden Tochterzellen sind aneuploid (Fukasawa
et al., 1996).
Zellen mit aberranter Zentrosomenhyperamplifikation (Anwesenheit von
mehr als zwei Zentrosomen in einer Zelle) formen multiple, d. h. mehr
als zwei Spindelpole. Zellen mit tripolaren Spindeln ko¨nnen eine Mitose
vollenden. Einige der enstehenden Tochterzellen sind lebensfa¨hig, obwohl
schwere Aneuploidien vorliegen ko¨nnen. Andere Tochterzellen sterben auf-
grund nachteiliger Chromosomenvera¨nderungen ab, da u¨berlebenswichtige
Gene fehlen (Uetake und Sluder, 2004; Fukasawa, 2002).
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2.9 Fibrosarkome der Katze
Das Fibrosarkom ist eine invasiv wachsende, metastasierungsfa¨hige Fibro-
blastenwucherung und ist bei der Katze der ha¨ufigste maligne mesenchy-
male Hauttumor. Er geht von Fibroblasten aus und weist eine wechselnde
Kollagenfaserbildung auf (Hendrick et al., 1998).
2.10 Einteilung der felinen Fibrosarkome
In der Literatur werden die felinen Fibrosarkome in vier Gruppen einge-
teilt:
• FeSV-induzierte Fibrosarkome
• Vakzinationsstellen-assoziierte Fibrosarkome
• Intraokula¨re posttraumatische Fibrosarkome
• Fibrosarkome unbekannter A¨tiologie
2.10.1 FeSV-induzierte Fibrosarkome
Sie machen bei jungen, oft unter 3 Jahren alten Katzen 2 % aller Fibro-
sarkome aus. Das feline Sarkomvirus (FeSV) ist eine Mutante des FeLV,
die sich nur bei anwesendem replikationsfa¨higem FeLV vermehren kann. Es
entsteht aus einer Genomrekombination zwischen FeLV und der Wirtszelle
(Hardy, 1981). FeLV-Provirus-DNA rekombiniert mit einem zellula¨ren Pro-
toonkogen (zellula¨res onc-Gen), wodurch das feline Sarkomvirus entsteht.
Dieses onc-Gen wird in das Genom von FeLV eingebracht, wobei ande-
re Regionen (gag-Region, env-Region, pol-Region) verloren gehen (Hardy,
1980). Die Bildung von FeSV-induzierten Fibrosarkomen ist folglich nur bei
Vorliegen einer FeLV-Infektion mit persistierender Vira¨mie mo¨glich (Kess-
ler, 2000). Fru¨here Untersuchungen zeigten eine Korrelation von bis zu
50 % zwischen der Entstehung von Fibrosarkomen und dem Vorliegen ei-
ner FeLV-Infektion (Reinacher, 1987b).
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2.10.2 Intraokula¨re posttraumatische Fibrosarkome
Intraokula¨re posttraumatische Fibrosarkome treten als die zweitha¨ufigsten
prima¨r intraokula¨ren Tumoren bei Katzen auf (Scha¨ffer et al., 1997).
Bei intraokula¨ren Traumata, welche eine Linsenruptur nach sich ziehen,
proliferieren Spindelzellen im Linsenepithelbereich. Auch nach chirurgi-
schen Eingriffen, z. B. im Rahmen einer Katarakt-OP, wobei es zu einer
Ruptur der Linsenkapsel kommt, ko¨nnen post operationem intraokula¨re
Tumoren entstehen. Man geht in den oben genannten Fa¨llen von einer
autoimmunen granulomato¨sen Entzu¨ndung, einer sogenannten phakoklas-
tischen Uveitis aus, welche als Reaktion auf ausgetretenes Linsenprotein
entsteht (Zeiss et al., 2003; Dubielzig et al., 1990).
2.10.3 Fibrosarkome unbekannter A¨tiologie
Fibrosarkome, deren A¨tiologie unbekannt ist, d. h. Fibrosarkome ohne post-
traumatische oder virale Genese und ohne Assoziation mit Impfungen, tre-
ten nach einer Studie von Ortmann (1986) mit einer Ha¨ufigkeit von 20
% auf. Meist sind es a¨ltere Tiere, die solche Tumoren vor allem im Kopf-
bereich, an den Pfoten, im Bereich des Unterbauches oder an den Glied-
maßenenden aufweisen, ohne dass eine Geschlechts- oder Rassedisposition
zu erkennen ist. Eine andere Studie gibt bei Fibrosarkomen unbekannter
A¨tiologie einen hohen Altersdurchschnitt von 10 Jahren an (Bleier, 2003).
Bleier (2003) teilt in ihrer Studie die Ko¨rperoberfla¨che einer Katze in
Injektionsstellen-assoziierte und nicht Injektionsstellen-assoziierte Lokali-
sationen ein. 40 % der Hautoberfla¨che wird in der Regel von Tiera¨rzten fu¨r
Injektionen genutzt; 60 % werden zu den nicht Injektionsstellen-assoziierten
Lokalisationen gerechnet. In ihrer Sudie traten auf diesen 60 % aber nur 27
% der untersuchten Fibrosarkome auf. Folglich lagen 73 % der Fibrosarko-
me an Injektionsstellen-assoziierten Stellen. Stellt man die Behauptung auf,
dass die gleiche Ha¨ufigkeit von nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosar-
komen in der gesamten Haut zu finden ist, so hat 1 von 4 Fibrosarkomen
im Bereich der Injektionsstelle eine andere Ursache.
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2.10.4 Vakzinationsstellen-assoziierte Fibrosarkome
Vakzinationsstellen-assoziierte Fibrosarkome kommen an typischen Injekti-
onsstellen (seitliche Brustwand, Interscapular- und Nackenbereich, seitlich
an den Hintergliedmaßen) vor. Das Risiko einer Tumorentstehung steigt
mit der wiederholten Impfung an der gleichen Injektionsstelle signifikant
an (Kass et al., 1993). 1987 wurde in Pennsylvania, USA, die bis dahin
unu¨bliche Tollwutimpfung fu¨r Katzen gesetzlich vorgeschrieben. Gleichzei-
tig wurde die vorher verwendete Lebendvakzine durch einen inaktivierten
Impfstoff, der mit Adjuvantien versetzt ist, ersetzt. Nach Einfu¨hrung die-
ser Impfpflicht nahm die Zahl entzu¨ndlicher Reaktionen an den typischen
Injektionsstellen um mehr als 61 % zu. Die durch die Impfung entstandene
chronische Entzu¨ndungsreaktion soll zu einer unkontrollierten Proliferation
von Mesenchymzellen fu¨hren (Hendrick und Dunagan, 1991).
2.11 Feline Vakzinationsstellen-assoziierte
Fibrosarkome und deren Pra¨valenz
Das Risiko der Entstehung eines Vakzinationsstellen-assoziierten Fibrosar-
koms liegt zwischen 1:1000 und 1:10000 (Macy und Hendrick, 1996). Im
Vereinigten Ko¨nigreich, wo nicht routinema¨ßig gegen Tollwut geimpft wird,
wird eine Ha¨ufigkeit von 0,21:10000 geimpften Katzen angenommen (Day,
2006). Eine eindeutige Angabe einer Pra¨valenzrate ist sehr schwierig. Nicht
alle felinen Fibrosarkome werden zur Untersuchung an pathologische In-
stitute eingesandt oder eine pathologisch-histologische Untersuchung kann
keine pra¨zise Ursache nennen.
Die Pra¨valenz in der deutschen Katzenpopulation wird mit 1:1000 an-
gegeben (Kessler, 2001). Die Zeitspanne von der Impfung bis zur Tumo-
rentstehung wird von drei Monaten bis zu drei Jahren angegeben (Doddy
et al., 1996).
Die Impfstoffe gegen Tollwut und felines Leuka¨mievirus stehen besonders
im Verdacht, eine Fibrosarkombildung an den jeweiligen Injektionsstellen
zu fo¨rdern (Hendrick und Goldschmidt, 1991; Hendrick, 1998b). Adjuvanti-
en werden zu inaktivierten Impfstoffen zugefu¨gt, um die Immunantwort des
Organismus zu versta¨rken. Aluminium, welches als Adjuvans in verschie-
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denen inaktivierten Impfstoffen enthalten ist, la¨ßt sich als phagozytiertes
feingranula¨res Material in Makrophagen nachweisen. In neueren Untersu-
chungen wurde in einigen Tumorzellen ebenfalls eine Aluminiumverbindung
entdeckt (Madewell et al., 2001). Es wird in einigen Studien als auslo¨sen-
des Agens angesehen (Couto et al., 2002; Hendrick et al., 1992). Es werden
jedoch auch Fibrosarkome an vermeintlichen Injektionsstellen beschrieben,
an denen die Katzen keine Impfung oder aluminiumfreie Impfstoffe erhalten
haben (Kass et al., 1993, 2003).
Bleier (2003) teilt in ihrer Studie die Ko¨rperoberfla¨che einer Katze in
Injektionsstellen-assoziierte und nicht Injektionsstellen-assoziierte Lokali-
sationen ein. 40 % der Hautoberfla¨che wird in der Regel von Tiera¨rzten fu¨r
Injektionen genutzt; 60 % werden zu den nicht Injektionsstellen-assoziierten
Lokalisationen gerechnet. In ihrer Sudie traten auf diesen 60 % aber nur 27
% der untersuchten Fibrosarkome auf. Folglich lagen 73 % der Fibrosarko-
me an Injektionsstellen-assoziierten Stellen. Stellt man die Behauptung auf,
dass die gleiche Ha¨ufigkeit von nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosar-
komen in der gesamten Haut zu finden ist, so hat 1 von 4 Fibrosarkomen
im Bereich der Injektionsstellen eine andere Ursache.
Man geht in letzter Zeit immer mehr dazu u¨ber, diese Tumoren, statt
wie bisher als Vakzinationsstellen-assoziierte Fibrosarkome, als Injektions-
stellen-assoziierte Fibrosarkome zu bezeichnen, da auch andere Noxen als
tumorauslo¨sende Faktoren diskutiert werden (Esplin et al., 1999). Die Ap-
plikation anderer Arzneimittel, wie z. B. Langzeitpenicilline, Methylpred-
nisolon-Acetat oder auch Flohmittel (Lufenuron), kann bei empfa¨nglichen
Katzen an der Injektionsstelle die Bildung eines Fibrosarkoms auslo¨sen
(Gagnon, 2000).
In einer 2-ja¨hrige Studie von Kass et al. (1993) entwickelten 3,2 % der
insgesamt 345 untersuchten Katzen innerhalb eines Jahres ein Fibrosarkom
an einer typischen Vakzintionsstelle. Vier Katzen (1,2 %) hatten ein Lang-
zeitpenicillin injiziert bekommen. Nur zwei dieser 4 Katzen sind zusa¨tzlich
geimpft worden. Bei den zwei nicht geimpften Katzen wurde das Langzeit-
penicillin als tumorauslo¨sender Faktor angenommen.
Kass et al. (2003) untersuchten 1600 Gewebeproben von Katzen, die
histologisch als Hauttumoren (Fibrosarkome, Basalzelltumoren) identifi-
ziert worden waren. Ziel dieser 3-ja¨hrigen Fallstudie war es festzustellen, ob
unterschiedliche Impfpraktiken (wechselnde Impflokalisationen, verschiede-
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ne Hersteller) einen Einfluß auf die Entstehung von Vazinationsstellen-
assoziierten Fibrosarkomen ha¨tten. Die Studie ergab, dass Impfungen eine
Komponente der Tumorigenese von Fibrosarkomen darstellen, aber sie sind
nicht die alleinige Ursache. Die Vermutung einer zusa¨tzlichen genetischen
Pra¨disposition dieser Katzen wurde gea¨ußert.
2.12 Numerische Chromosomenvera¨nderungen
bei felinen Vakzinationsstellen-assoziierten
Fibrosarkomen
Zellbiologische Untersuchungen feliner Fibrosarkome hinsichtlich numeri-
scher und struktureller Chromosomenanomalien wurden in den 90er Jahren
des letzten Jahrhunderts mehrfach durchgefu¨hrt.
In einer Studie wurden die Chromosomensa¨tze von vier felinen Fibrosar-
komen untersucht. Alle Zelllinien dieser Tumoren zeigten eine genetische
Heterogenita¨t (Mayr et al., 1996).
Eine andere numerische Chromosomenanalyse (Mayr et al., 1991) fand ei-
ne statistische Verteilung der Chromosomenzahlen von 34 bis zu 115 Chro-
mosomen pro Zelle, wobei 69,2 % der Zellen einen Chromosomensatz von
zwischen 51 und 64 Chromosomen aufwiesen. Dabei fiel eine Ha¨ufung von
Metaphasen mit 76 Chromosomen, einer Tetraploidie entsprechend, auf,
wurde aber statistisch oder strukturanalytisch nicht weiter beschrieben.
Auch Kalat et al. (1991) fanden neben strukturellen Chromosomenan-
omalien eine chromosomale Hyperdiploidie in felinen Fibrosarkomzellen.
Alle untersuchten Zellen wiesen einen hyperdiploiden Chromosomensatz
von 40 bis 46 Chromosomen pro Zelle auf.
Am Institut fu¨r Veterina¨r-Pathologie der Justus-Liebig-Universita¨t Gie-
ßen wurden im Rahmen eines anderen Promotionsverfahrens (Lo¨hberg-
Gru¨ne, derzeit i. Abschluss) 5 feline Fibrosarkomzelllinien etabliert. Bei
allen Zelllinien wurde eine chromosomale Instabilita¨t (Aneuploidie) festge-
stellt, d. h. die Chromosomenzahl/Zelle war instabil.
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2.13 Definitionen eines Zellklons
In der Literatur existieren verschiedene Definitionen eines Zellklons.
Eine Definition besagt, dass ein Klon eine Gruppe genetisch identischer
Zellen ist, die aus einer Einzelzelle entstanden sind (King und Stansfield,
1990).
Die Definition nach Webber (1903) erkla¨rt, dass ein Zellklon als eine
Population von Zellen oder als ein Organismus anzusehen ist, der aus einer
Einzelzelle durch Mitose entstanden ist. Diese Zellpopulation muss nicht
genetisch homogen sein (Rieger et al., 1968).
Nach einer weiteren Definition von Secker-Walker (1985) besteht eine
klonale Zellpopulation aus Zellen, die durch Mitose aus genau einer soma-
tischen Vorla¨uferzelle hervorgegangen sind.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die fu¨nf etablierten Fibrosarkomzellli-
nien zytogentisch zu charakterisieren und damit einen Beitrag zur Kla¨rung
genetischer Faktoren an der Entstehung von felinen Fibrosarkomen zu leis-
ten. Als Kontrollzelllinie dienten feline Hautfibroblasten.
Zuna¨chst sollten die Zelllinien auf Klonierbarkeit untersucht werden.
Hierzu sollte von jeder Zelllinie ein aus einer Zelle hervorgegangener Zell-
klon etabliert werden und dessen Chromosomenzahl/Zelle analysiert wer-
den.
Die zu kla¨rende Frage war, ob die Zellen einer klonal etablierten Zellli-
nie chromosomal stabil sind, das heißt, ob sie u¨ber Zellgenerationen hin-
weg eine konstante Chromosomenzahl pro Zelle aufweisen. Andernfalls, bei
chromosomaler Instabilita¨t, sollten die Zellen mittels Immunzytologie auf
numerische Zentrosomenaberrationen untersucht werden, da auch bei feli-
nen Fibrosarkomen eine wie bei mehreren malignen humanen Tumoren be-
schriebene korrelative Beziehung zwischen chromosomaler Instabilita¨t und
Zentrosomenhyperamplifikation bestehen ko¨nnte.
Zytogenetische Studien von felinen Fibrosarkomen in Bezug auf chromo-
somale Instabilita¨t in Verbindung mit numerischen Zentrosomenaberratio-
nen sind bisher nicht vero¨ffentlicht worden.
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Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien, Lo¨sungen, Gera¨te und wei-
teren Arbeitsmaterialien mit den Hersteller- und Bezugsangaben befindet
sich im Anhang.
4.1 Zelllinien
4.1.1 Herkunft der Zelllinien
In dieser Studie wurde mit fu¨nf verschiedenen permanenten Fibrosarkom-
zelllinien gearbeitet, die am Institut fu¨r Veterina¨r-Pathologie der Justus-
Liebig-Universita¨t Gießen im Rahmen eines anderen Promotionsverfahrens
(Lo¨hberg-Gru¨ne, derzeit i. Abschluss) etabliert worden sind. Als Ausgangs-
material fu¨r diese Zelllinien dienten Fibrosarkome, die im Umkreis von 100
km um das Institut fu¨r Veterina¨r-Pathologie der Justus-Liebig-Universita¨t
Gießen gesammelt wurden. Alle stammten von typischen Injektionsstel-
len bzw. Impflokalisationen (seitliche Brustwand, zwischen den Schulter-
bla¨ttern).
Die genaue Herkunft und die klinischen Daten der etablierten Zelllinien
sind im Anhang in Tab 9.3 ausgewiesen.
Bei den in Kultur genommenen Tumoren handelt es sich um die adha¨ren-
ten Fibrosarkomzelllinien FS I, FS II, FS III, FS IV und FS V. Der Aus-
schluss einer FeLV-Infektion erfolgte immunhistologisch (gp70 und p27)
und durch Polymerase-Kettenreaktion ebenfalls im Rahmen des vorheri-
gen Promotionsverfahrens (Lo¨hberg-Gru¨ne, derzeit i. Abschluss).
Zum Vergleich der Fibrosarkomzellen mit normalen Zellen wurde eine
Kontrollzelllinie aus felinen Hautfibroblasten gewa¨hlt, die in Zellkulturme-
dium, versetzt mit Dimethylsulfoxid (DMSO), eingefroren verfu¨gbar war.
Die Zellen wurden aus einem jungen Katzenfetus isoliert und nach dem in
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Kap. 4.2.1 beschriebenem Verfahren kultiviert. Auch hier zeigte die immun-
histologische und molekularbiologische Untersuchung auf FeLV-Antigen ein
negatives Ergebnis (Lo¨hberg-Gru¨ne, derzeit i. Abschluss). Diese adha¨rente
Zelllinie wird seit 2006 als permanente Zelllinie kultiviert. Die Passage 13
wurde fu¨r die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen eingesetzt.
4.2 Zellkulturtechnik
4.2.1 Zellkultivierung und Passagierung
Die untersuchten Zelllinien wurden mit dem unten aufgefu¨hrten Zellkul-
turmedium kultiviert. Alle 2-3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel bei allen
Zelllinien. Vor jeder Zellpflege wurden die Zellen mikroskopisch hinsichtlich
ihrer Zellmorphologie und Zelldichte kontrolliert. Alle Zellkulturlo¨sungen
wurden vor der Verwendung in einem Wasserbad auf 37 ◦C erwa¨rmt.
Zur Herstellung des Zellkulturmediums wurden 500 ml Dulbecco‘s Modi-
fied Eagle‘s Medium (DMEM, PAA Laboratories GmbH, Pasching, O¨ster-
reich) mit 5,5 ml Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, O¨sterreich) und 0,5 ml Gentamicin (PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, O¨sterreich) verwendet. Daru¨berhinaus wurden 56 ml inaktiviertes
fetales Ka¨lberserum (Foetal Bovine Serum, PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, O¨sterreich ) zugesetzt.
Beim Erreichen einer konfluenten Monolayer-Schicht wurden die Zellen
passagiert.
Zuna¨chst wurde das Zellkulturmedium abgesaugt. Dann wurden 3 ml
Trypsin/EDTA-Lo¨sung (MP Biomedicals, North America, USA) in eine
Zellkulturflasche gegeben und diese 10 min im Brutschrank bei 37 °C inku-
biert. Nach erneutem Verbringen der Kulturflasche in die sterile Werkbank
wurden die vom Flaschenboden abgelo¨sten Zellen mit 3 ml Zellkulturme-
dium aufgenommen und in ein konisches Zentrifugenglas u¨berfu¨hrt. Nach
der Zentrifugation der Zellsuspension (1600 x g, 4 °C, 5 min) wurde der
U¨berstand abgesaugt. Durch Zugabe von 3 ml Zellkulturmedium wurde
das Zellpellet resuspendiert. 5 ml Zellkulturmedium wurden in eine neue
Zellkulturflasche gegeben und dann ein bis zwei Tropfen der resuspendier-
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ten Zellsuspension hinzugegeben. Die Zellkulturflasche wurde anschließend
verschlossen und in den Brutschrank zuru¨ckgelegt.
4.2.2 Kryokonservierung der Zellen
Zur Lagerung der Zellen in einem Stickstoffbeha¨lter (flu¨ssiger Stickstoff,
-196 °C) wurden diese mit einem Einfriermedium eingefroren. Fu¨r 10 ml
Einfriermedium wurden 6,5 ml Zellkulturmedium Dulbecco‘s Modified Ea-
gle‘s Medium (DMEM, PAA Laboratories GmbH, Pasching, O¨sterreich)
mit 2,5 ml inaktiviertem fetalem Ka¨lberserum (Foetal Bovine Serum, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, O¨sterreich ) versetzt. Zusa¨tzlich wurde 1 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben, welches die Kristallbildung inner-
und außerhalb der Zelle verhindert. Die Zellen wurden nach der Zentrifuga-
tion (1600 x g, 4 °C, 5 min, im Zellkulturmedium) mit dem Einfriermedium
im Verha¨ltnis 10:1 (Medium/Zellpellet) aufgenommen. Die Zellsuspensi-
on wurde anschließend in Kryoro¨hrchen (1,8 ml Nunc Cryo Tubes, Nunc
GmbH & Co. KG, Wiesbaden) u¨berfu¨hrt und u¨ber Nacht in einer Kryobox
(Nalgene® Cryo 1 °C Freezing Container, Nunc GmbH & Co. KG, Wies-
baden) langsam auf -20 °C abgeku¨hlt. Die anschließende Lagerung erfolgte
in einem Kryocontainer mit flu¨ssigem Stickstoff bei -196 °C.
4.2.3 Auftauen von Zellen
Die in Kryoro¨hrchen (1,8 ml Nunc Cryo Tubes, Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden) eingefrorenen Zellen wurden im Wasserbad auf 37 ◦C unter
sta¨ndiger Bewegung aufgetaut. 3 ml des auf 37 °C erwa¨rmten Zellkultur-
mediums wurden mit einer Glaspipette zur aufgetauten Zellsuspension zu-
gegeben. Die Zellsuspension wurde resuspendiert und anschließend zentri-
fugiert (1600 x g, 4 °C, 5 min), um die Zellen vom zytotoxischen DMSO
zu befreien. Der U¨berstand wurde abgesaugt. Schließlich wurden die Zel-
len in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in Zellkulturflaschen
ausgesa¨t.
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4.3.1 Etablierung monoklonaler Zelllinien
Erforderliche Lo¨sungen und Arbeitsmaterialien:
• konische Zentrifugenro¨hrchen (Becton Dickinson Labware Europe,
Meylan Cedex, Frankreich)
• Standard Eppendorf Reaktionsgefa¨ße (Eppendorf AG, 22339 Ham-
burg)
• 96 Well Polystyrol Zellkultur Microplatten (Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen)
• 24 Well Zellkultur Multiwell Platten (Greiner bio-one GmbH, Fri-
ckenhausen)
• sterile Pipettenspitzen (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf)
• 0,36 % Trypanblaulo¨sung (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
• sterile Spritzenfilter (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Die Trypanblaulo¨sung wurde in 0,9 % NaCl angesetzt und anschließend
mit einem sterilen Spritzenfilter filtriert.
Vitalita¨tsbestimmung mit der Trypanblau-Methode
Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Za¨hlkammer bestimmt und der Anteil
vitaler Zellen gleichzeitig mit der Trypanblau-Methode ermittelt.
Limited-Dilution-Klonierung
Aus der Vielzahl der Klonierungsmethoden fu¨r adha¨rente Zellen wurde fu¨r
die vorliegende Arbeit die Limited-Dilution-Klonierung gewa¨hlt.
Aus der Stammkultur wurde eine Verdu¨nnungsreihe so angelegt, dass
rechnerisch in jede Vertiefung einer 96-Well-Microtiterplatte eine Einzel-
zelle zu liegen kommt, aus der ein Zellklon gezu¨chtet wird. Dazu wurde die
Zellzahl pro ml Zellsuspension ermittelt (z. B. 100.000 Zellen/ml).
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Dann wurde eine Verdu¨nnungsreihe angelegt, wobei jede Verdu¨nnungs-
stufe mit 1:10 angesetzt wurde. Jede Zellkonzentration wurde in konischen
Zentrifugenro¨hrchen mit sterilen Pasteurpipetten vorsichtig gut durchge-
mischt. Das Ziel war eine Zellkonzentration von 100 Zellen/ml herzustellen.
Dann wurden in jede Vertiefung der 96-Well-Microtiterplatte 10 µl der
letzten Verdu¨nnungsstufe einpipettiert.
Die Platte wurde sofort mit der Abdeckplatte verschlossen und licht-
mikroskopisch auf das Vorhandensein einer einzelnen Zelle pro Vertiefung
kontrolliert. Vertiefungen, in denen eindeutig eine Zelle lag, wurden mar-
kiert. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass Zellpopulationen
vorlagen, die jeweils von einer einzigen Ausgangszelle abstammten.
Anschließend wurden 200 µl Zellkulturmedium (20 % fetales Ka¨lberse-
rum enthaltend) in jede Vertiefung gegeben. Die Platte wurde ta¨glich dar-
aufhin kontrolliert, ob aus der Einzelzelle eine Zellpopulation ausgewachsen
war.
Jeden Tag wurden 4-5 µl Zellkulturmedium (20 % fetales Ka¨lberserum
enthaltend) einpipettiert. Nach 3-4 Tagen erfolgte der erste komplette Me-
diumwechsel. Nach 14-21 Tagen, wenn die Zellpopulationen einen konflu-
enten Monolayer gebildet hatten, wurde das Zellkulturmedium abgesaugt.
Dann wurden 35 µl Trypsin-EDTA in jede Vertiefung gegeben, die Micro-
titerplatte verschlossen und fu¨r 5 min in den Brutschrank gelegt. Danach
wurden die abgelo¨sten Zellen mit 200 µl Zellkulturmedium aufgenommen
und in ein konisches Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Nach dem Zentrifu-
gieren (1600 x g, 4 °C, 5 min) wurde der U¨berstand abgesogen und mit
1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in eine
Vertiefung einer 24-Well-Zellkultur Multiwell Platte gegeben. Zusa¨tzlich
wurden 2 ml frisches Zellkulturmedium mit 20 %-igem fetalem Ka¨lberse-
rum hinzugefu¨gt. Ta¨glich wurde die Platte kontrolliert und nach 3-4 Tagen
erfolgte der erste Mediumwechsel. Nachdem ein konfluenter Monolayer vor-
lag, wurde nach oben beschriebenem Vorgehen erneut passagiert und die
Zellsuspension in eine 25 cm2 Zellkulturflasche u¨berfu¨hrt.
Die weitere Zellpflege erfolgte wie in Kap. 4.2.1 beschrieben.
42
4.3 Zellbiologische Methoden
Subklonieren von Zelllinien
Die Subklonierung monoklonal etablierter Zellpopulationen erfolgte gema¨ß
dem oben beschriebenen Verfahren (Kap. 4.3.1).
4.3.2 Chromosomenpra¨paration
Die Pra¨paration der Chromosomen erfolgte nach der Methode von Barch
(1991) mit der von Henegariu et al. (2001) beschriebenen Modifikation.
Um die Ausbeute mitotischer Zellen zu erho¨hen, wurden die Zellen ca. 2
Stunden vor Pra¨parationsbeginn, durch Zugabe von 50 µl Colchizin (Col-
cemid®, Biochrom AG seromed, Berlin) in eine 25 cm2 Kulturflasche, in
der Metaphase des Zellzyklus arretiert. Zellen weisen in den Zellzyklus-
phasen eine unterschiedliche geometrische Beschaffenheit auf. In der Meta-
phase haften sie mit einer kugeligen Gestalt (anstatt einer spindelfo¨rmigen
Gestalt mit Zytoplasmaausla¨ufern) am Kulturflaschenboden. Durch diese
kugelige Gestalt ko¨nnen sie leichter, z. B. durch das Einwirken einer me-
chanischen Kraft, von ihrer Unterlage entfernt werden.
Durchfu¨hrung der Pra¨paration:
1. Die Zellen wurden durch kra¨ftiges Schlagen des Kulturgefa¨ßes auf
eine geeignete Unterlage (Buch mit halbfester Einbindung (z. B. ein
Telefonbuch), ca. 500 Seiten) aus einer Ho¨he von ca. 50-60 cm vom
Kulturgefa¨ßboden abgelo¨st. Die Kraft war so zu bemessen, dass das
Kulturgefa¨ß nicht zerbrach.
2. Das Zellkulturmedium mit den darin befindlichen abgelo¨sten Zellen
wurde in ein konisches Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Die abgelo¨sten
Zellen wurden zentrifugiert (225 x g, 4 °C, 10 min). Danach wurde
der U¨berstand abgesaugt.
3. Die Zellen wurden in hypotoner Lo¨sung (0,075 M KCl, auf 37 °C vor-
gewa¨rmt) zuna¨chst resuspendiert und dann 10 min im 37 °C warmen
Wasserbad inkubiert. Die Hypotonie fu¨hrt auf osmotischem Weg zu
einer Instabilita¨t der Zellmembran.
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4. Herstellung der Fixatorlo¨sung:
• 75 ml 99,8 % Methanol (Rotipuran®, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe) wurden
• 25 ml 100 % Essigsa¨ure (Rotipuran®, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe)
zugesetzt und auf -20 °C geku¨hlt
5. Anschließend erfolgte ein erneutes Zentrifugieren (225 x g, 4 °C,
10 min).
6. Der U¨berstand wurde bis auf 1 ml abgesaugt. Danach erfolgte die
erste Fixation mit dem oben beschriebenen Fixativ (bei Raumtempe-
ratur, 10 min). Beim ersten Fixationsschritt wurde die Fixativlo¨sung
tropfenweise unter Schu¨tteln zugegeben, um eine Zellverklumpung zu
vermeiden. Nach der ersten 10-minu¨tigen Fixierung erfolgte wieder
eine Zentrifugation (225 x g fu¨r 10 min) und der U¨berstand wurde
anschließend abgesaugt. Insgesamt wurden so 3 Fixierungen durch-
gefu¨hrt. Zwischen den Fixationsschritten wurden die Zellen immer
wieder durch Zentrifugation (225 x g, 4 °C, 10 min) pelletiert und
der U¨berstand abgesaugt. Nach dem letzten Fixationsschritt wurde
der U¨berstand bis auf 0,5 ml abgesaugt und das Zellpellet darin re-
suspendiert.
7. Nach dem letzten Fixationsschritt wurde der U¨berstand bis auf 0,5 ml
abgesaugt und das Zellpellet darin resuspendiert. Anschließend wur-
den 2 Tropfen der Zellsuspension nebeneinander auf trockene, fettfreie
Glasobjekttra¨ger (auf -20 °C geku¨hlt) aufgetropft. Da bei -20 °C vor-
geku¨hlte Glasobjekttra¨ger Eiskristalle auf der Oberfla¨che aufweisen,
platzen die aufgetropften Zellen leichter und die fixierten Metapha-
senplatten werden frei.
8. Die Glasobjekttra¨ger wurden dann 2 s u¨ber ein auf 70 °C erhitztes
Wasserbad gehalten, so dass die dehydrierten Chromosomen dekon-
densierten. Zum Schluß wurde ein Tropfen 100 % Essigsa¨ure (Rotipu-
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ran®, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) am Rand des Glas-
objekttra¨gers aufgetropft. Die Essigsa¨ure verursacht eine Denaturie-
rung der Histone, eine Entfernung verbliebener Zytoplasmareste und
bewirkt eine erneute Kondensation der Chromosomen. Sie wird am
Rand des Glasobjekttra¨gers aufgetropft, so dass sie nur noch eine
abgeschwa¨chte Wirkung in Chromosomenna¨he hat.
9. Die Glasobjekttra¨ger wurden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
anschließend mit Hilfe eines Lichtmikroskops auf die Anwesenheit von
Metaphasenplatten und gespreiteten Chromosomen mit 100- bis 400-
facher Vergro¨ßerung u¨berpru¨ft.
4.3.3 Giemsafa¨rbung
Die luftgetrockneten Pra¨parate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %, 80 %, 100 %) jeweils 2 min bei Raumtemperatur dehydriert und
anschließend wieder luftgetrocknet.
Giemsa ist ein Gemisch aus verschiedenen Thiazinfarbstoffen und Eosin
Y. Diese Kombination fa¨rbt Chromatin einheitlich im Ganzen rot-violett
an.
Vor der Durchfu¨hrung der Giemsafa¨rbung wurden zwei Lo¨sungen herge-
stellt.
1. Herstellung der So¨rensen A-Lo¨sung:
• 4,539 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, Merck, Darm-
stadt) in 500 ml Aqua bidestillata
2. Herstellung der So¨rensen B-Lo¨sung:
• 5,938 g Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
(Na2HPO4 · 2 H2O, Merck, Darmstadt)
in 500 ml Aqua bidestillata
Durchfu¨hrung der Giemsafa¨rbung:
1. Die Metaphasenpra¨parate wurden in eine Fa¨rbeku¨vette eingestellt.
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2. Zur Herstellung der Fa¨rbelo¨sung wurden je 50 ml So¨rensenlo¨sung A
und B vermischt. Diese Lo¨sung hatte einen pH-Wert von 6,8. An-
schließend wurden 4 ml Giemsa-Stammlo¨sung (Merck, Darmstdt)
hinzugegeben.
3. Die Fa¨rbelo¨sung wurde in die Fa¨rbeku¨vette eingefu¨llt; hierbei sollten
die Pra¨parate vollsta¨ndig mit Giemsa-Fa¨rbelo¨sung bedeckt sein.
4. Es erfolgte eine Inkubationszeit von 4 bis 5 min.
5. Die Fa¨rbelo¨sung wurde mit Leitungswasser aus der Fa¨rbeku¨vette
gru¨ndlich ausgespu¨lt.
6. Nach der Fa¨rbung erfolgte eine Lufttrocknung und anschließend eine
dauerhafte Eindeckung mit Eukitt® (O. Kindler, Freiburg i. Br.) und
einem Deckgla¨schen.
4.3.4 Metaphasenauswertung
Die numerische Auswertung der Chromosomenzahl pro Metaphasenplatte
erfolgte im Hellfeldlichtmikroskop (E. Leitz, Orthoplan Mikroskop). Ein
Gru¨nfilter (546 nm) wurde zur Kontrastversta¨rkung verwendet. Die Unter-
suchung erfolgte mit einem 100er O¨l-Immersionsobjektiv.
4.3.5 Fotografie und Bildbearbeitung
Die Metaphasen wurden digital (Nikon, Coolpix 4500) aufgenommen. Die
Bilder wurden anschließend mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Adobe
Photoshop CS, Adobe Systems incorporated) in Bezug auf Helligkeit und
Kontrast bearbeitet.
4.4 Immunzytologische Methoden
Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien, Lo¨sungen, Puffer und wei-
teren Arbeitsmaterialien mit den Hersteller- und Bezugsangaben befindet
sich im Anhang.
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4.4.1 Probenvorbereitung zur Ermittlung der
Zentrosomenausstattung
Zur Untersuchung der Zentrosomenausstattung der adha¨rent wachsenden
Zellen wurden diese auf vierfach gekammerten Kulturkammerobjekttra¨gern
(Chamber Slides, Lab-Tek ® II mit Deckel, Nalge Nunc International
Corp., Naperville, USA) mit Deckel ausgesa¨t und unter Standard-Zellkul-
turbedingungen inkubiert (siehe Kap. 4.2.1). Der Zellrasen wurde lichtmi-
kroskopisch ta¨glich auf seine Dichte kontrolliert. Vor dem Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen fixiert. Hierzu wurde das Kulturmedium ab-
gesaugt und die Zellen mit 99,8 % Methanol (auf -20 °C vorgeku¨hlt) fu¨r
10 min fixiert. Anschließend wurde das Fixationsmittel abgesaugt und die
Zellen mit Aceton (auf -20 °C vorgeku¨hlt) fu¨r 1 min fixiert. Nach erneu-
tem Absaugen des Fixationsmittels wurden die Objekttra¨ger, nachdem die
Kulturkammer-Aufsa¨tze abgenommen wurden, zum Trocknen bei Raum-
temperatur aufgestellt. Die so vorbereiteten Zellen konnten nun bis zur
weiteren Verarbeitung im Ku¨hlschrank (4-8 °C) gelagert werden.
4.4.2 Verwendete Antiko¨rper
Der Prima¨rantiko¨rper zum Nachweis von γ-Tubulin, dem Hauptprotein
der Zentrosomen ist ein monoklonaler Antiko¨rper aus der Maus (monoclo-
nal anti-γ-Tubulin, CLONE GTU-88, Sigma-Aldrich, Steinheim). Er wurde
1:800 in TBS/BSA-Lo¨sung (1 %) verdu¨nnt eingesetzt. Der Sekunda¨ran-
tiko¨rper (Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Dia-
nova GmbH, Hamburg) wurde 1:800 in TBS-Gebrauchslo¨sung verdu¨nnt
eingesetzt.
Kontrollen der immunzytologischen Untersuchungen
Um unspezifische Bindungen des Sekunda¨rantiko¨rpers zu erkennen, wur-
den Negativkontrollen angefertigt. Hierzu wurde die indirekte Immunfluo-
reszenz (siehe Kap. 4.4.4) ohne Zusatz des Prima¨rantiko¨rpers durchgefu¨hrt.
Es wurden pro Objekttra¨gerfeld 100 µl TBS/BSA-Lo¨sung (1 %) aufgetra-
gen.
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4.4.3 Fluoreszenz-Kernfarbstoff
Um eine eindeutige Zuordnung der Zentrosomen, die Kernmembran-asso-
ziiert liegen, zu erreichen, wurden die Zellkerne mit Sybr Green (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) dargestellt. Sybr Green ist ein Fluorochrom, das spe-
zifisch in die DNA-Helix interkaliert und so den Zellkern anfa¨rbt. Eine
1:10.000 Verdu¨nnung (in TBS-Gebrauchslo¨sung) wurde gewa¨hlt.
4.4.4 Versuchsdurchfu¨hrung
Die Untersuchung der Zentrosomenausstattung erfolgte mittels der indirek-
ten Immunfluoreszenz entsprechend den Angaben von Miki et al. (2004).
Durchfu¨hrung:
1. Die fixierten, vierfach gekammerten Kulturkammerobjekttra¨ger
(Chamber Slides, Lab-Tek® II mit Deckel, Nalge Nunc International
Corp., Naperville, USA) wurden aus dem Ku¨hlschrank genommen
und 5 min in eine Standku¨vette mit TBS-Gebrauchslo¨sung gestellt.
2. Um eine Permeabilisierung der Zellen mit Hilfe eines Detergens zu
erreichen, wurden die Kulturkammerobjekttra¨ger fu¨r 12 min bei 37 °C
in eine Standku¨vette mit 1 % Nonidet P-40-Lo¨sung gestellt.
Fu¨r die folgenden Arbeitsschritte wurden die Kulturkammerobjekt-
tra¨ger in eine lichtgeschu¨tzte feuchte Kammer gelegt.
3. Zur Entfernung des Detergens wurden die Zellen dreimal fu¨r je 5 min
mit TBS-Gebrauchslo¨sung gewaschen.
4. Es folgte eine Inkubation mit der Blockierungslo¨sung (40 % Schwei-
neserum in TBS-Gebrauchslo¨sung angesetzt) fu¨r 1 Stunde bei Raum-
temperatur.
5. Negativkontrollen: auf eines der vier Objekttra¨gerfelder wurden an-
statt der Prima¨rantiko¨rperlo¨sung 100 µl TBS/BSA-Lo¨sung (1 %) auf-
getragen.
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6. Die Prima¨rantiko¨rperlo¨sung wurde mit je 100 µl auf die anderen drei
Objekttra¨gerfelder aufgetragen.
7. Die Inkubation der Zellen mit der Prima¨rantiko¨rperlo¨sung erfolgte
24-30 Stunden bei 4 °C.
8. Zur Entfernung der Prima¨rantiko¨rperlo¨sung wurden die Zellen drei-
mal fu¨r je 5 Minuten mit TBS-Gebrauchslo¨sung gewaschen.
9. Der Sekunda¨rantiko¨rper wurde in TBS-Gebrauchslo¨sung angesetzt;
die Inkubation erfolgte fu¨r 1,5 Stunden bei Raumtemperatur.
10. Zur Entfernung der Sekunda¨rantiko¨rperlo¨sung wurden die Zellen drei-
mal fu¨r je 5 Minuten mit TBS-Gebrauchslo¨sung gewaschen.
11. Nach dem Auftragen des Fluoreszenz-Kernfarbstoffs (Sybr Green)
erfolgte eine 10-minu¨tige Inkubation bei Raumtemperatur.
12. Anschließend wurden die Zellen dreimal fu¨r je 5 Minuten mit TBS-
Gebrauchslo¨sung gewaschen.
13. Zum Schluß wurden die Pra¨parate in 40 µl Einbettmedium (Fluo-
romount for microscopy, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
mit einem Deckglas (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
Edermu¨nde) eingeschlossen.
Die Fluoreszenzpra¨parate wurden in einer lichtgeschu¨tzten Pra¨paratebox
bei 4 °C aufbewahrt. Sie sollten zuna¨chst horizontal gelagert werden, da das
Einbettmedium erst nach 24 Stunden vollsta¨ndig ausgeha¨rtet ist.
4.4.5 Fotografie und Bildbearbeitung
Die Fluoreszenzpra¨parate wurden mit einem Universalmikroskop Axioplan
2 in Epifluoreszenz untersucht. Dazu wurden je nach Fluoreszenzfarbstoff
die entsprechenden Filtersa¨tze verwendet (siehe Kap. 4.4.6). Zur Bilddo-
kumentation wurde eine Kompakt-Digitalkamera (Carl Zeiss MicroIma-
ging GmbH, Go¨ttingen) mit entsprechender Software (Axio Vision Relea-
se 4.6, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Go¨ttingen) verwendet. Die Cy3-
gekoppelten Antiko¨rper werden durch gefiltertes Licht mit einer Wellenla¨nge
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von 549 nm angeregt und emittieren rotes Licht der Wellenla¨nge 562 nm.
Die Anregung des Kernfarbstoffes SybrGreen erfolgte durch gefiltertes Licht
einer Wellenla¨nge von 498 nm. Er emittiert gru¨nes Licht einer Wellenla¨nge
von 522 nm. Gleiche Bildausschnitte wurden mit beiden Filtern fotografiert
und u¨bereinander projiziert. Dadurch konnte die Kernmembran-assoziierte
Lage der Zentrosomen von einer davon abweichenden Lage unterschieden
werden.
Die Bilder wurden hinsichtlich Kontrast- und Helligkeit mit Hilfe eines
Bildbearbeitungsprogramms (Adobe Photoshop CS) bearbeitet.
4.4.6 Technische Ausru¨stung
• Fluoreszenzmikroskop:
Universalmikroskop Axioplan 2 mit selektiven Filtersa¨tzen (Carl Zeiss
Jena GmbH, Jena)
– fu¨r Cy3:
Zeiss Filtersatz 43, Exitation BP 545/25, Strahlenteiler FT 570,
Emission BP 605/70
– fu¨r Sybr Green:
Zeiss Filtersatz 09, Exitation BP 450-490, Strahlenteiler FT 510,
Emission LP 520
• Kamera:
Kompakt-Digitalkamera mit Filtergewinde (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH, Go¨ttingen)
– Software: Axio Vision Release 4.6 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH,
Go¨ttingen)
4.5 Statistische Auswertung
Die Zellen einer Zelllinie wurden hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl/Zelle
beurteilt. Anschließend wurde dieses Merkmal bei allen Zelllinien mittels
Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepru¨ft.
Es zeigte sich, dass die Chromosomenzahlverteilung aller Zelllinien nicht
normalverteilt ist, sondern einer rechtsschiefen Verteilung folgt.
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Verschiedene Transformationsverfahren (logarithmische Transformation;
Kehrwert- bzw. reziproke Transformation) wurden eingesetzt, um na¨he-
rungsweise eine symmetrische Verteilung der Daten zu erreichen.
Da die Abweichung von der Normalverteilung durch die oben genann-
ten Transformationsverfahren nicht aufgehoben werden konnte, wurden fu¨r
sa¨mtliche statistische Auswertungen nicht- parametrische (verteilungsfreie)
statistische Testverfahren angewandt.
Zum Vergleich der mittleren Chromosomenzahl/Zelle zwischen verschie-
denen Zelllinien wurde ein nicht-parametrisches Rangsummenverfahren,
der sogenannte Kruskal-Wallis-Test (H-Test), angewandt.
Im Falle von signifikanten globalen Unterschieden zwischen den Stich-
proben, wurden anschließend die Stichproben paarweise untereinander ver-
glichen. Zu diesem Zweck wurde der multiple paarweise (post hoc) Ver-
gleich nach Nemenyi verwendet. Auch hier handelt es sich um ein nicht-
parametrisches Rangsummenverfahren.
Die Datenbeschreibung der erhobenen Variablen erfolgte durch die An-
gabe der Mediane, der Quartile (Q1 und Q3) sowie der Minima (xmin) und
Maxima (xmax) mit der Darstellung im Box-und-Whisker Plot (Lorenz,
1996).
Als erga¨nzende Fragestellung wurde die Pru¨fung auf Varianzgleichheit
der voneinander unabha¨ngigen Stichproben mit dem Levene-Test unter-
sucht.
Es wird die Nullhypothese, dass alle Varianzen gleich sind, gegen die
Alternativhypothese (mindestens eine Stichprobe unterscheidet sich bezu¨g-
lich der Varianz von den anderen) gepru¨ft. Dieser Test ist auch auf deutlich
schief verteilte Stichproben anwendbar (Sachs, 1992).
Das Signifikanzniveau wurde generell auf α = 0, 05 festgelegt, d. h. Er-
gebnisse mit p ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant und Werte mit
p < 0, 0001 als hochsignifikant beurteilt. Zusa¨tzlich wird – wenn mo¨glich –
der exakte p-Wert angegeben.
Die Untersuchung auf einen mo¨glichen Zusammenhang zwischen Zentro-
somenhyperamplifikation und chromosomaler Instabilita¨t erfolgte mit einer
Korrelationsanalyse (Programm BMDP6D).
Da die vorliegenden Werte keiner Normalverteilung folgen, ist die An-
wendung der Korrelationsanalyse nach Pearson nicht mo¨glich. Aus diesem
Grunde wurde der Rangkorrelationstest nach Spearman errechnet. Dieser
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Test ist, wie andere nicht-parametrische Verfahren, stabiler gegen vorhan-
dene Ausreißerwerte.
Das Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL (Microsoft) fu¨r Windows
XP diente der Datenerfassung und fu¨r einfache Datenbeschreibungen.
Die Diagramme wurden mit dem Programm PlotIT fu¨r Windows, Versi-
on 3.20b (Eisensmith, 1994) sowie sowie mit Gnuplot, Version 4.2.3, erstellt.
Die Datenauswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetz-
werk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung der
Justus-Liebig-Universita¨t Gießen, Fachbereich Veterina¨rmedizin. Die sta-
tistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Statistikprogrammpakets
BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon, 1993) durchgefu¨hrt.
52
5 Ergebnisse
5.1 Etablierung monoklonaler Zelllinien
5.1.1 Klonierung der felinen Fibrosarkomzelllinien und der
Kontrollzelllinie
Von allen Zelllinien konnten monoklonale Zellpopulationen etabliert wer-
den.
Die Klonierungsergebnisse der Fibrosarkomzelllinien und der Kontrollzell-
linie sind in Tabelle 5.1 detailliert aufgelistet.
Zelllinie Adh. + Prolif. nur Adh. keine Adh. n. verw. Wells
FS I 4 (4,5 %) 4 80 8
FS II 2 (2,2 %) 5 82 7
FS III 3 (3,5 %) 8 76 9
FS IV 3 (3,4 %) 5 81 7
FS V 2 (2,2 %) 4 85 5
K 10 (11,5 %) 15 62 9
Tabelle 5.1: Klonierungseffizienz der Zelllinien
Die Anzahl der Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte, in denen Zellen an-
gewachsen und proliferiert (Adh. + Prolif.)/nur angewachsen (nur Adh.)/nicht
angewachsen (keine Adh.)/sind.
Daru¨berhinaus gab es auch Wells, die keine Zelle oder ≥ 2 Zellen enthielten (n.
verw. Wells). Es wurden nur die Wells mit einer Einzelzelle weiter kultiviert.
Erla¨uterung der Abku¨rzungen:
Adh.: Adha¨renz; Prolif.: Proliferation; FS: Fibrosarkomzelllinie; K: Kontrollzelllinie
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In den Vertiefungen, in denen keine monoklonale Zellpopulation aus-
wuchs, ließen sich zwei verschiedene Beobachtungen festhalten:
• Variante 1: Die Einzelzelle heftete sich nach spa¨testens 15 Minuten
an. Nach etwa 1-2 h waren langgestreckte Zellausla¨ufer lichtmikro-
skopisch zu erkennen. Die ta¨gliche lichtmikroskopische Betrachtung
zeigte nach einigen Tagen, dass sich bei diesen Einzelzellen ein Sistie-
ren des Zellwachstums (Zellgro¨ße und Zellteilung) einstellte und die
Zelle abstarb.
• Variante 2: Die einzelne Zelle heftete sich erst gar nicht an den Boden
der Vertiefung an, sondern war nach 15 min, 3 h, 6 h, 18 h und auch
nach 24 h noch immer als runder Zellleib, ohne Zellausla¨ufer, am
Boden der Platte zu erkennen.
5.1.2 Subklonierung aller Zelllinien
Von jeder Fibrosarkomzelllinie wurde eine monoklonal etablierte Zellpopu-
lation ausgewa¨hlt und subkloniert.
Diese Subklonierung erfolgte gema¨ß dem beschriebenen Verfahren (siehe
Kap. 4.3.1). Es war mo¨glich, von allen Zelllinien Subklone zu etablieren.
Die Tabelle 5.2 gibt eine detaillierte U¨bersicht der Subklonierungsergeb-
nisse der Zelllinien.
In den Vertiefungen, in denen keine monoklonale Zellpopulation aus-
wuchs, ließen sich auch hier wieder die gleichen Beobachtungen festhalten,
die schon in Kap. 5.1.1 beschrieben worden sind.
Von jeder Zelllinie wurde eine subklonierte Zellpopulation ausgewa¨hlt
und fu¨r die weiteren zytogenetischen Untersuchungen verwendet.
Die monoklonalen Zelllinien wurden im weiteren Verlauf als Fibrosar-
komzelllinie FS I.1, FS II.1, FS III.1, FS IV.1 und FS V.1 bezeichnet. Die
monoklonale Zellpopulation der Kontrollzelllinie trug nun den Namen K.1.
Die Zelllinien befanden sich seit 2005 in Zellkultur und zeigten ein un-
vera¨ndert stabiles Wachstum.
54
5.2 Zytogenetische Charakterisierung der Fibrosarkomzelllinie FS I.1
Zelllinie Adh. + Prolif. nur Adh. keine Adh. n. verw. Wells
FS I 5 (5,6 %) 3 81 7
FS II 2 (2,2 %) 6 80 8
FS III 4 (4,4 %) 8 79 5
FS IV 3 (3,5 %) 8 76 9
FS V 2 (2,4 %) 5 78 11
K 8 (10,0 %) 20 60 8
Tabelle 5.2: Subklonierungseffizienz der Zelllinien
Anzahl der Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte, in denen Zellen ange-
wachsen und proliferiert (Adh. + Prolif.)/nur angewachsen (nur Adh.)/nicht
angewachsen (keine Adh.) sind.
Daru¨berhinaus gab es auch Wells, die keine Zelle oder ≥ 2 Zellen enthielten (n.
verw. Wells). Es wurden nur die Wells mit einer Einzelzelle weiter kultiviert.
Erla¨uterung der Abku¨rzungen:
Adh.: Adha¨renz; Prolif.: Proliferation; FS: Fibrosarkomzelllinie; K: Kontrollzelllinie
5.2 Zytogenetische Charakterisierung der
Fibrosarkomzelllinie FS I.1
5.2.1 Chromosomenanalyse der Fibrosarkomzelllinie FS I.1
Aus der Passage 118 der Zelllinie FS I.1 wurden insgesamt 71 Metaphasen
hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl pro Zelle ausgewertet. Die Anzahl der
Chromosomen variierte dabei zwischen 26 und 130 Chromosomen/Zelle.
Der Medianwert lag bei 44 Chromosomen/Zelle.
5.2.2 Zentrosomenuntersuchung der Fibrosarkomzelllinie
FS I.1
Die immunzytologische Untersuchung von 151 Zellen zeigte, dass 15,3 %
der ausgeza¨hlten Zellen mehr als 2 Zentrosomen aufwiesen. Die genaue
Zentrosomenzahl pro Zelle ist in Abb. 5.2 dargestellt.
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Abbildung 5.1: Chromosomenzahl in verschiedenen Zellen von FS I.1 und
K.1
5.3 Zytogenetische Charakterisierung der
Fibrosarkomzelllinie FS II.1
5.3.1 Chromosomenanalyse der Fibrosarkomzelllinie
FS II.1
Bei der Fibrosarkomzelllinie FS II.1 wurden 60 Metaphasen ausgeza¨hlt.
Diese Metaphasen stammten aus den Passagen 28, 37 und 65. Die Meta-
phasenauswertung der untersuchten Zellen zeigte eine Spannweite von 19
bis 73 Chromosomen pro Zelle. Der Medianwert lag bei 42 Chromosomen
pro Zelle.
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5.3 Zytogenetische Charakterisierung der Fibrosarkomzelllinie FS II.1
Abbildung 5.2: Zentrosomenzahl/Zelle der felinen Fibrosarkomzelllinie
FS I.1
5.3.2 Vergleich der Passagen P 28, P 37 und P 65 der
FS II.1
Bei der Fibrosarkomzelllinie FS II.1 stammten die 112 ausgeza¨hlten Meta-
phasen aus den 3 verschiedenen Passagen 28, 37 und 65. Der Medianwert
der Passage 28 lag bei 40 Chromosomen pro Zelle. Die Passage 37 wies einen
Medianwert von 38 Chromosomen pro Zelle auf, wohingegen der Median
der Passage 65 bei 49 Chromosomen pro Zelle lag.
Die Medianwerte der 3 Passagen der Fibrosarkomzelllinie II.1 lagen zwi-
schen 38 und 49 Chromosomen/Zelle. Mittels des Kruskal-Wallis-Tests konn-
te im Hinblick auf die mittlere Chromosomenzahl/Zelle ein statistisch signi-
fikanter Unterschied zwischen den Passagen berechnet werden (p = 0, 001).
Die Streuung der Chromosomen innerhalb dieser Zelllinie umfaßte sowohl
hypo- als auch hyperdiploide Metaphasenplatten. Deren Untersuchung auf
Varianzgleichheit ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede (p =
0, 16, Levene-Test).
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Abbildung 5.3: Chromosomenzahl in verschiedenen Zellen von FS II.1 und
K.1
5.3.3 Zentrosomenuntersuchung der Fibrosarkomzelllinie
FS II.1
155 Fibrosarkomzellen wurden hinsichtlich ihrer zentrosomalen Ausstat-
tung ausgewertet. 12,2 % der Zellen wiesen mehr als 2 Zentrosomen pro
Zelle auf. Eine detaillierte Zentrosomenauswertung ist in Abb. 5.5 darge-
stellt.
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5.3 Zytogenetische Charakterisierung der Fibrosarkomzelllinie FS II.1
Abbildung 5.4: Box-and-Whisker-Plot zur vergleichenden Darstellung der
Chromosomenzahl pro Zelle aus verschiedenen Passagen
von FS II.1.
Abbildung 5.5: Zentrosomenzahl/Zelle der felinen Fibrosarkomzelllinie
FS II.1
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5.4 Zytogenetische Charakterisierung der
Fibrosarkomzelllinie FS III.1
5.4.1 Chromosomenanalyse der Fibrosarkomzelllinie
FS III.1
Bei der Fibrosarkomzelllinie FS III.1 wurden aus der Passage 53 insge-
samt 112 Zellen hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl/Zelle untersucht. Die
Anzahl der Chromosomen pro Zelle variierte dabei von 21 bis 155. Der
ermittelte Medianwert lag bei 58 Chromosomen pro Zelle.
Abbildung 5.6: Chromosomenzahl in verschiedenen Zellen von FS III.1 und
K.1
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5.5 Zytogenetische Charakterisierung der Fibrosarkomzelllinie FS IV.1
5.4.2 Zentrosomenuntersuchung der Fibrosarkomzelllinie
FS III.1
Die immunzytologische Untersuchung von 155 Zellen zeigte, dass 5,8 %
der ausgeza¨hlten Zellen mehr als 2 Zentrosomen aufwiesen. Die genaue
Zentrosomenzahl pro Zelle ist in der Abb. 5.7 dargestellt.
Abbildung 5.7: Zentrosomenzahl/Zelle der felinen Fibrosarkomzelllinie
FS III.1
5.5 Zytogenetische Charakterisierung der
Fibrosarkomzelllinie FS IV.1
5.5.1 Chromosomenanalyse der Fibrosarkomzelllinie
FS IV.1
Aus den Passagen 21 und 66 der Zelllinie IV.1 wurden insgesamt 63 Me-
taphasen hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl pro Zelle ausgewertet. Die
Anzahl der Chromosomen variierte dabei zwischen 23 und 105 Chromoso-
men pro Zelle. Der Medianwert lag bei 48 Chromosomen pro Zelle.
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Abbildung 5.8: Chromosomenzahl in verschiedenen Zellen von FS IV.1 und
K.1
5.5.2 Vergleich der Passagen P 21 und P 66 der FS IV.1
Die 63 ausgeza¨hlten Metaphasen der Fibrosarkomzelllinie FS IV.1 stamm-
ten aus den Passagen: 21 und 66. Der Medianwert der P 21 lag bei 56
Chromosomen pro Zelle, der Median der P 66 bei 46 Chromosomen pro
Zelle.
Mittels des Kruskal-Wallis-Tests konnte im Hinblick auf die mittlere
Chromosomenzahl/Zelle ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Passagen berechnet werden (p = 0, 004). Die Streuung der Chromoso-
men innerhalb dieser Zelllinie umfaßte sowohl hypo- als auch hyperdiploide
Metaphasenplatten. Deren Untersuchung auf Varianzgleichheit ergab einen
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statistisch signifikanten Unterschied (p = 0, 006, Levene-Test).
Die vergleichende Darstellung der ausgeza¨hlten Metaphasen der verschie-
denen Passagen ist im nachfolgenden Box-and-Whisker-Plot dargestellt.
Abbildung 5.9: Box-and-Whisker-Plot zur vergleichenden Darstellung der
Chromosomenzahl pro Zelle aus verschiedenen Passagen.
5.5.3 Zentrosomenuntersuchung der Fibrosarkomzelllinie
FS IV.1
159 Fibrosarkomzellen wurden hinsichtlich ihrer zentrosomalen Ausstat-
tung ausgewertet. 6,9 % der Zellen wiesen mehr als 2 Zentrosome pro Zelle
auf. Eine detaillierte Zentrosomenauswertung ist in der Abb. 5.10 darge-
stellt.
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Abbildung 5.10: Zentrosomenzahl/Zelle der felinen Fibrosarkomzelllinie
FS IV.1
5.6 Zytogenetische Charakterisierung der
Fibrosarkomzelllinie FS V.1
5.6.1 Chromosomenanalyse der Fibrosarkomzelllinie
FS V.1
Aus den Passagen 10, 20, 27 und 44 der Zelllinie FS V.1 wurden insge-
samt 120 Metaphasen hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl/Zelle ausgewer-
tet. Die Anzahl der Chromosomen variierte dabei zwischen 22 und 55 Chro-
mosomen pro Zelle. Der Medianwert lag bei 42 Chromosomen pro Zelle.
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5.6 Zytogenetische Charakterisierung der Fibrosarkomzelllinie FS V.1
Abbildung 5.11: Chromosomenzahl in verschiedenen Zellen von FS V.1 und
K.1
5.6.2 Vergleich der Passagen P 10, P 20, P 27 und P 44
der FS V.1
Bei der Fibrosarkomzelllinie FS V.1 stammten die 120 ausgeza¨hlten Meta-
phasen aus 4 verschiedenen Passagen: 10, 20, 27 und 44. Der Medianwert
der Passage 10 lag bei 41 Chromosomen/Zelle. Die Passage 20 wies einen
Medianwert von 38 Chromosomen/Zelle auf. Die Medianwerte der Passage
27 und Passage 44 lagen bei 43 Chromosomen/Zelle bzw. bei 45,5 Chro-
mosomen/Zelle.
Mit dem Kruskal-Wallis-Test konnte kein statistisch signifikanter Un-
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Abbildung 5.12: Box-and-Whisker-Plot zur vergleichenden Darstellung der
Chromosomenzahl pro Zelle aus verschiedenen Passagen.
terschied (p = 0, 11) zwischen den Medianen der Passagen der Zelllinie
FS V.1 nachgewiesen werden. Zusa¨tzlich wurde die Variabilita¨t der Passa-
gen bezu¨glich der ermittelten Chromosomenzahl/Zelle miteinander vergli-
chen. Dabei ergab der Levene-Test mit p < 0, 0001 hochsignifikante Unter-
schiede.
Interessanterweise traten in den ho¨heren Passagen 27 und 44 nur hy-
perdiploide Metaphasenplatten auf. Die beiden anderen Passagen wiesen
sowohl hypo- als auch hyperdiploide Werte auf.
Im Box-und-Whisker-Plot in Abbildung 5.12 sind die Metaphasenwerte
der unterschiedlichen Passagen vergleichend dargestellt.
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5.7 Zytogenetische Charakterisierung der Kontrollzelllinie K.1
Abbildung 5.13: Zentrosomenzahl/Zelle der felinen Fibrosarkomzelllinie
FS V.1
5.6.3 Zentrosomenuntersuchung der Fibrosarkomzelllinie
FS V.1
Insgesamt wurden 174 Zellen mit Hilfe der Immunzytologie ausgewertet. 5,8
% der Zellen zeigten mehr als 2 Zentrosomen pro Zelle. Die beobachtete
Zentrosomenzahl pro Zelle ist in Abbildung 5.13 dargestellt.
5.7 Zytogenetische Charakterisierung der
Kontrollzelllinie K.1
5.7.1 Chromosomenanalyse der Kontrollzelllinie K.1
Bei der Kontrollzelllinie K.1 wurden 39 Metaphasen ausgewertet. Diese
Metaphasen stammten aus der Passage 13. Die Anzahl der Chromosomen
variierte dabei zwischen 34 und 38 Chromosomen pro Zelle. Der Median-
wert lag bei 38 Chromosomen pro Zelle.
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5.7.2 Zentrosomenuntersuchung der Kontrollzelllinie K.1
Insgesamt wurden 151 Zellen im Hinblick auf ihre zentrosomale Ausstat-
tung ausgewertet. 99,3 % der Zellen wiesen 1 oder 2 Zentrosomen/Zelle
auf. Die ermittelte Zentrosomenzahl pro Zelle ist in Abb. 5.14 dargestellt.
Abbildung 5.14: Zentrosomenzahl/Zelle der Kontrollzelllinie K.1
5.8 Vergleichende Chromosomenanalyse aller
Zelllinien
Die vollsta¨ndig erhobenen Chromosomenzahlen fu¨r jede monoklonale Fi-
brosarkomzelllinie, einschließlich der Kontrollzelllinie, sind im Anhang ta-
bellarisch zusammengefasst (Tab. 9.1).
Die Ha¨ufigkeitsverteilung der Chromosomenzahl pro Zelle wurde in Abb.
5.15 fu¨r jede Fibrosarkomzelllinie und die Kontrollzelllinie in Form eines
Box-and-Whisker-Plots dargestellt. Ganz rechts in der Abbildung sind die
Chromosomenzahlen/Zelle der Kontrollzelllinie dargestellt.
Die U¨bersicht zeigt, dass sowohl innerhalb jeder Fibrosarkomzelllinie als
auch im Vergleich zwischen den Zelllinien eine starke Heterogenita¨t in der
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5.8 Vergleichende Chromosomenanalyse aller Zelllinien
Abbildung 5.15: Ha¨ufigkeitsverteilung der Chromosomenzahl pro Zelle fu¨r
alle Zelllinien
Ha¨ufigkeitsverteilung der Chromosomenzahl/Zelle vorliegt.
Zwischen den Zelllinien zeigten sich hoch signifikante Unterschiede bezu¨glich
der mittleren Chromosomenzahl (p < 0, 0001, Kruskal-Wallis-Test). Der
multiple paarweise Vergleich nach Nemenyi (post-hoc Test) ließ in Bezug
auf die chromosomale Heterogenita¨t erkennen, dass sich die Zelllinien
• FS I.1 von FS III.1 (p < 0, 0001)
• FS II.1 von FS III.1 (p < 0, 0001)
• FS III.1 von FS V.1 (p < 0, 0001)
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• FS III.1 von FS K (p < 0, 0001)
• FS IV.1 von FS K (p < 0, 0001)
• FS IV.1 von FS V.1 (p = 0, 04)
statistisch signifikant unterscheiden.
Die anderen Paarvergleiche zeigten keine statistisch signifikanten Un-
terschiede. Der zusa¨tzliche Vergleich der Varianzen ergab statistisch hoch
signifikante Unterschiede (p < 0, 0001, Levene-Test) zwischen den Zelllini-
en.
5.9 Zentrosomenprofil der Fibrosarkomzelllinien
Die Zentrosomenauswertung aller Zelllinien ist im Anhang tabellarisch zu-
sammengestellt (Tab. 9.2).
Der Anteil von Zellen mit hyperamplifizierten Zentrosomen, d.h. mit
mehr als erwartungsgema¨ß 1 oder 2 Zentrosomen/Zelle, lag zwischen 5,7
% und 15,2 %. Die Kontrollzelllinie wies nur 0,6 % Zellen mit mehr als 2
Zentrosomen auf.
Beim Vergleich der Zentrosomenausstattung fiel ein statistisch hoch si-
gnifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien (p < 0, 0001, Kruskal-Wallis-
Test) auf.
Anschließend wurde ein paarweiser Vergleich der Mittelwerte der Stich-
proben (post-hoc Test nach Nemenyi) vorgenommen. Die paarweisen Ver-
gleiche zeigten statistisch signifikante Unterschiede
• zwischen FS II.1 und FS IV.1 (p = 0, 001),
• zwischen FS II.1 und FS K.1 (p = 0, 008),
• zwischen FS III.1 und FS IV.1 (p = 0, 004) sowie
• zwischen FS III.1 und FS K.1 (p = 0, 04).
Die anderen Paarvergleiche waren statistisch nicht signifikant verschie-
den.
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5.10 Korrelation zwischen
Zentrosomenhyperamplifikation und
chromosomaler Instabilita¨t
Ein mo¨glicher Zusammenhang zwischen Zentrosomenhyperamplifikation und
chromosomaler Instabilita¨t wurde mit dem nichtparametrischen Maß einer
Rangkorrelation nach Spearman errechnet, da von einer Normalverteilung
nicht ausgegangen werden konnte. Als Maß der Streuung der Chromoso-
menzahl wurde der mittlere Quartilsabstand der Chromosomenzahlvertei-
lung einer Zelllinie gewa¨hlt.
Der Rangkorrelationskoeffizient lag bei rs=0,154, p=0,80. Es konnte so-
mit statistisch keine signifikante Korrelation festgestellt werden.
Legende zu Abbildung 5.16 (S. 72)
(A) eudiploide Metaphase der felinen Kontrollzelllinie K.1 (2n = 38).
(B) hypodiploide Metaphase der felinen Fibrosarkomzelllinie FS I.1 (2n = 30).
(C) hyperdiploide Metaphase der felinen Fibrosarkomzelllinie FS I.1 (2n = 88).
(D) eudiploide Metaphase der felinen Fibrosarkomzelllinie FS I.1 (2n = 38).
Legende zu Abbildung 5.17 (S. 73)
(A) Die Zentrosomen (Pfeile) wurden mit einem monoklonalen Antiko¨rper
gegen γ-Tubulin (CLONE GTU-88) detektiert. Als Sekunda¨rantiko¨rper
diente ein Cy3-konjugierter Antiko¨rper, der eine gelb-orange Fa¨rbung be-
wirkte, Obj. x 40.
(B) Wie (A), aber mit zusa¨tzlich daru¨berprojizierter Bildebene, in der die Zell-
kerne mit Sybr Green gru¨n gefa¨rbt wurden, Obj. x 40.
(C) Fibrosarkomzelle der Zelllinie FS I.1 mit drei Zentrosomen, Obj. x 100.
(D) Fibrosarkomzelle der Zelllinie FS III.1 mit sechs Zentrosomen, Obj. x 100.
(E) Fibrosarkomzelle der Zelllinie FS V.1 mit drei Zentrosomen, Obj. x 100.
(F) Fibrosarkomzelle der Zelllinie FS II.1 mit acht Zentrosomen, Obj. x 100.
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(A) (B)
(C) (D)
Abbildung 5.16: Beispielhafte Metaphasenplatten der Fibrosarkomzelllinie
FS I.1 und der Kontrollzelllinie K.1. Legende S. 71
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chromosomaler Instabilita¨t
(A) (B)
(C) (D)
(E) (F)
Abbildung 5.17: Numerische Zentrosomenaberrationen der felinen Fibro-
sarkomzelllinien. Legende S. 71
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6 Diskussion
6.1 Relevanz der Etablierung monoklonaler
Zellpopulationen
Als Grundlage fu¨r die Etablierung monoklonaler Zellpopulationen dienten
erste Chromosomenanalysen im Rahmen eines anderen Dissertationspro-
jekts am hiesigen Institut (Lo¨hberg-Gru¨ne, derzeit i. Abschluss).
Zelllinie Chr.-z. (Minimum) Chr.-z. (Median) Chr.-z. (Maximum)
FS I 27 47 64
FS II 27 47 113
FS III 23 66 144
FS IV 36 46 60
FS V 38 62 156
Tabelle 6.1: Chromosomenanalyse der von Lo¨hberg-Gru¨ne etablierten Fi-
brosarkomzelllinien
Erla¨uterung der Abku¨rzungen:
Chr.-z.: Chromosomenzahl/Zelle; FS: Fibrosarkomzelllinie
Die Chromosomenanalyse aller fu¨nf Fibrosarkomzelllinien (Tab. 6.1) zeig-
te durchweg eine Fehlverteilung der Chromosomenzahl/Zelle, sowohl inner-
halb jeder Zelllinie als auch im Vergleich der Zelllinien untereinander.
Zur Erkla¨rung der chromosomalen Heterogenita¨t aller fu¨nf Fibrosarkom-
zelllinien wurden zwei Hypothesen formuliert:
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6.2 Vergleich der Zelllinien hinsichtlich der Klonierungsergebnisse
Hypothese 1: Eine in Zellkultur befindliche Fibrosarkomzelllinie besteht
aus mehreren, chromosomal verschiedenen Zellpopulationen, wobei
jede Zellpopulation einen stabilen Chromosomensatz aufweist. Die-
ser Chromosomensatz kann vom eudiploiden Chromosomensatz der
Katze (2n=38) abweichen und wird bei jeder Zellteilung an die Toch-
terzellen weitergegeben.
Hypothese 2: Jede Zelle einer Fibrosarkomzelllinie weist ein chromosomal
instabiles Genom auf, d. h. bei jeder Zellteilung erfolgt eine Fehl-
verteilung der Chromosomen an die entstehenden Tochterzellen. Der
Chromosomensatz der Tochterzellen weicht folglich von dem der Mut-
terzelle ab.
Nachdem nun eine Chromosomenanalyse aller fu¨nf klonal etablierten
Zelllinien vorliegt, kann als gesichert angenommen werden, dass sich die
in Zellkultur befindlichen Fibrosarkomzelllinien nicht aus mehreren, chro-
mosomal stabilen Zellpopulationen zusammensetzen.
Jede Zelle einer FS-Zelllinie ist chromosomal instabil und es findet eine
sta¨ndige Fehlverteilung der Chromosomen statt. Die vorliegenden Ergeb-
nisse besta¨tigen die oben formulierte zweite Hypothese.
6.2 Vergleich der Zelllinien hinsichtlich der
Klonierungsergebnisse
Wie bereits in der Literaturu¨bersicht (siehe Kap. 2.13) dargelegt, existieren
mehrere Definitionen eines Zellklons. Die Definition nach Webber (1903)
erkla¨rt, dass ein Zellklon als eine Population von Zellen oder als ein Or-
ganismus anzusehen ist, der aus einer Einzelzelle durch Mitose entstanden
ist. Diese Zellpopulation muss nicht genetisch homogen sein (Rieger et al.,
1968). Nach einer weiteren Definition von Secker-Walker (1985) besteht
eine klonale Zellpopulation aus Zellen, die durch Mitose aus genau einer
somatischen Vorla¨uferzelle hervorgegangen sind.
Im Rahmen dieser Arbeit ist bei der Verwendung des Begriffs Zellklon ge-
meint, dass jede Zelllinie jeweils aus einer einzigen Zelle (monoklonal) ent-
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standen ist. Der Chromosomensatz der nachfolgenden Tochterzellen muss
nicht stabil sein, d. h. die Zellpopulation muss nicht chromosomal homogen
sein.
Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurden die Klonierungsergebnisse der ein-
zelnen Fibrosarkomzelllinien und der Kontrollzelllinie tabellarisch (siehe
Tab. 5.1) zusammengestellt.
Die Limited-Dilution-Klonierung zielte darauf ab, dass in jede Vertiefung
einer 96-Wellplatte eine Zelle zu liegen kam. Diese Einzelzelle kann, wenn
man die chromosomale Ausstattung der Zelllinien beru¨cksichtigt, einen hy-
podiploiden, eudiploiden oder einen hyperdiploiden Chromosomensatz auf-
weisen. Vergleicht man die Fibrosarkomzelllinien mit der Kontrollzelllinie,
so fa¨llt bei allen fu¨nf Fibrosarkomzelllinien eine deutlich geringere Klonier-
barkeit gegenu¨ber den Kontrollzellen auf. Von den vereinzelten Fibrosar-
komzellen wuchsen im Durchschnitt 3,4 % an, wohingegen die Kontrollzel-
len eine Klonierungseffizienz von durchschnittlich 11 % zeigten (siehe Kap.
5.1).
Ein Erkla¨rungsansatz fu¨r das schlechte Proliferationsverhalten vieler ver-
einzelter Fibrosarkomzellen ist die starke chromosomale Heterogenita¨t die-
ser Zellen. Ein instabiler Karyotyp einer Tumorzelle ko¨nnte in diesem Falle
nicht mehr u¨ber essentielle Gene oder deren Expressionsmechanismen fu¨r
Zellwachstum und -proliferation verfu¨gen. Die Folge wa¨re ein Absterben
der Zelle.
Bei der Fibrosarkomzelllinie FS V.1 fiel auf, dass in den spa¨teren unter-
suchten Passagen (P 27 und P 44) keine der aneuploiden Metaphasen mehr
im hypodiploiden Bereich lag. Die sich hier andeutende negative Selektion
wa¨re eine weitere Folge des Fehlens essentieller Zellbestandteile.
Wie bereits oben dargestellt, wuchsen bei der Kontrollzelllinie im Ver-
gleich zu den Fibrosarkomzelllinien deutlich mehr Einzelzellen zu mono-
klonalen Zellpopulationen aus. Dies wu¨rde im Umkehrschluß zum oben
erwa¨hnten bedeuten, dass die vereinzelten Zellen einen eudiploiden Karyo-
typ und damit alle lebenswichtigen Gene und deren Expressionsmechanis-
men zur Zellproliferation und zum Zellwachstum besaßen.
Daraus ließe sich ableiten, dass die chromosomale Instabilita¨t der Tumor-
zellen zwar eine Verbesserung der Anpassung der Gesamtpopulation an ihre
Umgebung und damit zu einem abnormal erho¨hten Wachstum fu¨hrt, dies
aber auf Kosten der U¨berlebensfa¨higkeit vieler Einzelzellen geht.
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6.3 chromosomale Heterogenita¨t der Zelllinien
Die Chromosomenanalyse der Kontrollzelllinie zeigte, dass aus den Ein-
zelzellen eine monoklonale Zellpopulation auswuchs, deren Chromosomen-
zahl/Zelle weitestgehend homogen war.
Fast 90 % der Zellen wiesen den normalen diploiden felinen Karyotyp
(2n=38) auf. Zwar waren einige hypodiploide Metaphasenplatten auch vor-
handen, aber hierbei handelt es sich sehr wahrscheinlich um pra¨parations-
bedingte Artefakte, die wa¨hrend der Chromosomenpra¨paration nicht vo¨llig
auszuschließen sind.
Beim letzten Schritt der Chromosomenpra¨paration (siehe Kap. 4.3.2)
wurden die fixierten Zellen auf einen auf -20°C vorgeku¨hlten Glasobjekt-
tra¨ger aufgetropft. Beim Auftropfen verdunstet der Fixator und die Chro-
mosomen einer Metaphasenplatte werden durch hydrodynamische Kra¨fte,
welche ihrerseits von der Luftfeuchtigkeit und Temperatur des Pra¨parati-
onsraumes abha¨ngig sind, vom Zentrum des Tropfens weg u¨ber den Gla-
sobjekttra¨ger gezogen. Dies fu¨hrt zu einer Spreitung der Chromosomen.
Dabei kann es passieren, dass einige Chromosomen einer Metaphasenplat-
te abschwimmen. Eine echte Hypodiploidie ist in solchen Fa¨llen von einer
pra¨parationsbedingten nicht abzugrenzen.
Anhand der Ergebnisse der ausgewerteten Metaphasenplatten der Kon-
trollzelllinie ist aber zu erkennen, dass sich der pra¨parationsbedingte Feh-
ler auf ho¨chstens 10 % der Zellen beschra¨nkt, bei denen ho¨chstens 10 %
Chromosomen weniger gefunden wurden als wahrscheinlich tatsa¨chlich vor-
handen waren.
Vergleicht man die einzelnen Fibrosarkomzelllinien hinsichtlich der er-
mittelten Chromosomenzahl/Zelle, so zeigen alle Zelllinien eine starke chro-
mosomale Instabilita¨t. Die Spannweite der geza¨hlten Chromosomenwerte
reichte hierbei von 19 bis 155 Chromosomen/Zelle.
Diese Aneuploidie geht um Gro¨ßenordnungen u¨ber den oben dargestell-
ten maximalen pra¨parationsbedingten Fehler hinaus und la¨sst auf eine ech-
te chromosomale Heterogenita¨t aller Fibrosarkomzelllinien schließen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit den in der Literaturu¨ber-
sicht (S. 35) vorgestellten Untersuchungen. Mayr et al. (1991) fanden eine
Verteilung von 34 bis 115 Chromomsomen pro Metaphase in einer Zellkul-
tur, die aus einem felinen Fibrosarkom gezogen worden war. Kalat et al.
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(1991) konnten eine durchga¨ngige Hyperdiploidie von 40 bis 46 Chromoso-
men pro Metaphase in einem anderen felinen Fibrosarkom zeigen.
6.4 Zentrosomenhyperamplifikation und
Chromosomeninstabilita¨t
Bei allen Fibrosarkomzelllinien konnte eine deutliche Zentrosomenhype-
ramplifikation beobachtet werden.
Die untersuchten Zellen wiesen hierbei eine Zentrosomenzahl zwischen 1
und 8 Zentrosomen auf. Vergleicht man diese Werte mit denen der Kontroll-
zelllinie, welche nur 0,6 % an Zellen mit mehr als 2 Zentrosomen aufwies,
so erkennt man, dass in den Fibrosarkomzelllinien etwa 10 bis 25 mal so
viele Zellen u¨berza¨hlige Zentrosomen besaßen.
Dieses Pha¨nomen wurde bereits bei verschiedenen anderen Tumoren be-
obachtet. Zwei Studien mit humanen Brusttumoren zeigten, dass 30 % bis
40 % der Karzinomzellen bis zu 20 Zentrosomen/Zelle hatten (Carroll et al.,
1999; Lingle et al., 1998).
Eine andere Untersuchung mit Tumoren von Hunden (u. a. Myxosar-
kome, Osteosarkome, Chondrosarkome) fanden bei 9,5 % bis 48,1 % der
untersuchten Tumorzellen eine Zentrosomenhyperamplifikation (Setoguchi
et al., 2001).
A¨hnliche Zentrosomenvera¨nderungen wurden in einer Untersuchung mit
felinen Lymphomzelllinien beobachtet. Hierbei wiesen 10 % bis 30 % der
Tumorzellen 3 oder mehr Zentrosomen auf (Miki et al., 2004).
In der vorliegenden Arbeit lag der Prozentsatz der gesteigerten Zentro-
somenzahlen/Zelle zwischen 5,7 % und 15,2 %. Neben den Zentrosomena-
berrationen wurde zudem bei allen Fibrosarkomzelllinien eine deutliche
Aneuploidie festgestellt.
Zentrosomenhyperamplifikation ist nicht nur ein Pha¨nomen, das bei Tu-
moren im Allgemeinen beobachtet wird, sondern es tritt besonders ha¨ufig
in Tumoren auf, die eine hohe Rezidivrate zeigen (Tabor et al., 2004). Auch
Fibrosarkome geho¨ren zu den Tumoren, deren Rate an Rezidiven hoch ist.
In 20 % bis 75 % der Fa¨lle kommt es zum Tumorrezidiv (Stiglmair-Herb
und Ortmann, 1987; Kirpensteijn, 2006; Hershey et al., 2005).
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Man ging bisher davon aus, dass bei marginaler Resektion feliner Fibro-
sarkome, aufgrund ihres infiltrativen Wachstums, verbleibende Tumorzellen
in den Tumorra¨ndern die Ursache der Rezidive sind. Wurde ein Fibrosar-
kom vollsta¨ndig reseziert, dann ko¨nnten Zentrosomenhyperamplifikationen
in den Zellen, welche um den Tumor liegen, eine entscheidene Rolle spielen.
In einer Studie von Yamamoto et al. (2004) wurden Zentrosomenhype-
ramplifikationen in nicht-invasiven U¨bergangszellkarzinomen der Harnbla-
se untersucht. 53,5 % der Tumoren zeigten ein Tumorrezidiv, obwohl die
Tumorra¨nder pathologisch-histologisch als frei von Tumorzellen diagnosti-
ziert worden sind. Die Tumorrezidive ohne Zentrosomenhyperamplifikation
zeigten ein statistisch signifikant ho¨heres tumorfreies Intervall als die mit
Zentrosomenhyperamplifikation. Die in der vorliegenden Studie ermittelten
Ergebnisse legen auch die Vermutung nahe, dass numerische Zentrosomena-
berrationen in Zellen der Tumorra¨nder an der Rezidivbildung von felinen
Fibrosarkomen beteiligt sein ko¨nnten. Insbesondere ist es ein Erkla¨rungs-
ansatz fu¨r die Fibrosarkome, deren Tumorra¨nder pathologisch-histologisch
als unauffa¨llig beurteilt worden sind.
In den in Kap. 6.3 genannten Untersuchungen von Mayr, et al. (1991)
und Kalat et al. (1991) wurden numerische Zentrosomenaberrationen als
mo¨glicher Auslo¨ser der chromosomalen Heterogenita¨t nicht untersucht.
Die vorliegende Arbeit versuchte, durch numerische Zentrosomenanaly-
sen einen Erkla¨rungsansatz fu¨r die in den eigenen Untersuchungen ermit-
telte Aneuploidie feliner Fibrosarkomzelllinien zu finden.
Es wurden zwar bei allen fu¨nf analysierten Fibrosarkomzelllinien Zentro-
somenhyperamplifikationen gefunden, aber es bleibt noch unklar, wie Zen-
trosomenhyperamplifikation und chromosomale Instabilita¨t im gesto¨rten
Zellteilungszyklus zusammenha¨ngen.
Zentrosomenhyperamplifikation und Aneuploidie wurden auch schon in
vielen soliden Tumoren und Tumorzelllinien beobachtet und werden als
fru¨he Faktoren der Tumorinitiation und -progression angesehen (Fukasa-
wa, 2005; Ghadimi et al., 2000; Lingle et al., 2002; Nigg, 2002). Auch in
fru¨hen pra¨kanzerogen Vera¨nderungen, z. B. bei Prostatahyperplasien oder
benignen Kolontumoren wurden solche Beobachtungen gemacht (Kayser
et al., 2005; Pihan et al., 2001, 2003).
Koutsami und seine Mitarbeiter (2006) untersuchten Gewebe von Lun-
genkarzinomen. Hyperamplifizierte Zentrosomen wurden nicht nur bei fast
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einem Drittel (28,6 %) der analysierten Tumoren gesehen, sondern auch im
benachbarten Gewebe der Tumoren diagnostiziert.
Diese Beobachtung unterstu¨tzt die Hypothese, dass Zentrosomenhype-
ramplifikationen als pra¨kanzerogenes Merkmal fru¨h auftreten. Zellen mit
u¨berza¨hligen Zentrosomen durchlaufen eine Zellteilung mit einem multipo-
laren Spindelapparat, welcher zu einer Missegregation der Chromosomen
und folglich zur Aneuploidie fu¨hrt (Yang et al., 2003).
Zentrosomenaberrationen scheinen einen der verschiedenen mo¨glichen
Mechanismen darzustellen, der fu¨r die Induktion einer Aneuploidie (Zu-
gewinn oder Verlust von Chromosomen) der Zelle verantwortlich ist.
Aufgrund unserer Ergebnisse kann angenommen werden, dass numeri-
sche Zentrosomenalterationen in der Karzinogenese feliner Fibrosarkome
eine Rolle spielen.
Diese fu¨r feline Fibrosarkome neu gewonnenen Erkenntnisse ko¨nnen zum
Versta¨ndnis der Bedeutung von Zentrosomen in der Onkogenese solcher
Tumoren beitragen.
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1. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, etablierte Zelllinien von felinen
Fibrosarkomen auf ihre Klonierbarkeit zu untersuchen und sie an-
schließend zytogenetisch zu charakterisieren. Anhand von zellbiologi-
schen und immunzytologischen Methoden wurde das Auftreten nu-
merischer Chromosomen- und Zentrosomenaberrationen analysiert.
Als gesunde Vergleichszelllinie dienten Hautfibroblasten eines jungen
Katzenfetus, die in vitro eine schnelle Zellproliferation und ein gutes
Zellwachstum zeigten. Die zytogenetische Charakterisierung dieser
Zelllinien soll einen Beitrag zur Erkennung zytogenetischer Faktoren
innerhalb der Pathogenese feliner Fibrosarkome leisten.
2. Die Literaturu¨bersicht erkla¨rt genetische Instabilita¨t unter besonde-
rer Beachtung der Aneuploidie und deren Bedeutung fu¨r die Tu-
morigenese maligner Tumoren. Im Weiteren werden Zentrosomena-
berrationen, deren Vorkommen und Entstehungsmechanismen erla¨u-
tert und gezeigt, dass numerische Zentrosomenaberrationen zu einer
Chromosomenfehlverteilung mit konsekutiver genetischer Instabilita¨t
in Zellen fu¨hren ko¨nnen. Zudem wird der Stand der Forschung hin-
sichtlich chromosomaler Instabilita¨t und Zentrosomenvera¨nderungen
bei malignen Tumoren von Menschen und Hunden dargestellt. An-
schließend gibt der zweite Teil der Literaturu¨bersicht einen U¨ber-
blick u¨ber die verschiedenen Formen feliner Fibrosarkome und deren
Kenntnis bezu¨glich Aneuploidie in Verbindung mit Zentrosomenab-
errationen.
3. Die eigenen Untersuchungen erfolgten an fu¨nf klonal selektierten Fi-
brosarkomzelllinien und einer ebenfalls klonal etablierten Kontroll-
zellinie. Zur Analyse der Klonierbarkeit aller Zelllinien wurde die
Limited-Dilution-Klonierung verwendet. Die zellbiologischen Unter-
suchungen zur Chromosomenanalyse erfolgte an Giemsa-gefa¨rbten
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Metaphasenplatten. Die immunzytologischen Untersuchung der Zen-
trosomen wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz mit einem mo-
noklonalen Antiko¨rper gegen γ-Tubulin, dem Hauptprotein der Zen-
trosomen, durchgefu¨hrt.
4. Bei allen Zelllinien konnten monoklonale Zellpopulationen etabliert
werden. Es konnte gezeigt werden, dass alle Zelllinien eine starke
Variation in ihrer chromosomalen Ausstattung aufwiesen. Die Chro-
mosomenanalyse ergab Werte von 19 bis 155 Chromsomen pro Zelle.
Sowohl zwischen den Zelllinien als auch innerhalb jeder Zelllinie zwi-
schen verschiedenen Passagen traten signifikante Unterschiede hin-
sichtlich des Chromosomensatzes auf. Der Anteil von Zellen mit hy-
peramplifizierten Zentrosomen, d.h. mit mehr als erwartungsgema¨ß 1
oder 2 Zentrosomen/Zelle, lag zwischen 5,7 % und 15,2 %. Die Kon-
trollzelllinie wies nur 0,6 % Zellen mit mehr als 2 Zentrosomen auf.
Bei allen Fibrosarkomzelllinien wurden in vitro numerische Zentroso-
menaberrationen nachgewiesen. Vergleicht man die Fibrosarkomzel-
len mit den Kontrollzellen, so zeigt sich, dass 10- bis 25-mal so viele
Zellen mehr als 2 Zentrosomen/Zelle aufwiesen.
5. Die ermittelten Ergebnisse besta¨rken die Vermutung, dass numerische
Zentrosomenaberrationen in einem Zusammenhang mit chromosoma-
ler Instabilita¨t stehen, indem sie eine fehlerhafte Chromosomensegre-
gation wa¨hrend des Zellteilungszyklus bewirken. Diese neu gewonne-
nen Erkenntnisse tragen zu einer weiteren Charakterisierbarkeit feli-
ner Fibrosarkome bei. Sowohl die Ursachen als auch die Konsequen-
zen zentrosomaler Aberrationen bei felinen Fibrosarkomen bleiben
ein interessantes Forschungsgebiet.
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1. The purpose of this study was to get knowledge about the clonality
of five already established feline fibrosarcoma cell lines and to cha-
racterize these cell lines cytogenetically. On the basis of biological
and immunocytochemical methods, numerical chromosomal and cen-
trosomal aberrations were examined. As a control, dermal fibroblasts
were isolated from a fetal cat and cultured. These cells revealed in
vitro a stable cell proliferation and cell growth. The cytogenetical
characterization of these cell lines intends to make a contribution to
the diagnosis of cytogenetical factors within the pathogenesis of feline
fibrosarcomas.
2. In the literature review, genetic instability considering aneuploidy
was defined and its importance in the development of malignant tu-
mors shown. Furthermore, centrosomal aberrations, their occurence
and development and their role in chromosome missegregation are
explained with consecutive genetic instability. Moreover, the current
state of knowledge regarding chromosomal instability and centroso-
mal alterations in malignant tumors in humans and in dogs is de-
scribed. The second part of the literature reviews the classification
of feline fibrosarcomas and the present knowledge of aneuploidy and
centrosome hyperamplification in these tumors.
3. Investigations were performed on five feline fibrosarcoma cell lines
and dermal fibroblasts from a fetal cat as a control cell line. The
clonality of all cell lines was examined using limited-dilution-cloning.
The number of chromosomes were counted by metaphase spread. The
prepared chromosomes were subjected to Giemsa staining and ana-
lyzed under a light microscope. The immunocytochemical analysis
of centrosomes was performed by indirect immunofluorescence using
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anti-γ-tubulin monoclonal antibody that targets γ-tubulin, a major
component of centrosomes.
4. Monoclonal cell populations could be etablished from all cell lines.
In all feline fibrosarcoma cell lines, the number of chromosomes was
found to have abnormal deviation from the physiologic number 2n=38.
The chromosomal analysis revealed 19 to 155 chromosomes/cell. Cen-
trosome hyperamplification was observed in all five feline fibrosarco-
ma cell lines with a proportion of cells with more than 2 centroso-
mes/cell of 5.7 % to 15.2 %. The control cell line revealed only in 0.6
% of the cells more than 2 centrosomes/cell. Concluding, the feline
fibrosarcoma cell lines revealed 10 to 25 times as many cells with
centrosome hyperamplification as the control cell line.
5. In conclusion, the study revealed that centrosome hyperamplification
occurs in feline fibrosarcoma cell lines. These observations suggest an
association of numerical centrosome aberrations with chromosomal
instability by increasing the frequency of abnormal mitosis that lead
to chromosome missegregation. The results of this study may be hel-
pful for a further characterization of feline fibrosarcomas. Finally, the
causes and as well the consequences of centrosome abnormalities in
feline fibrosarcomas requires further investigations.
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9.1 Tabellen
Tabelle 9.1: Chromosomenzahl/Zelle der verschiedenen Zelllinien
FS I.1 II.1 III.1 IV.1 V.1 K.1
Pass. 118 28 37 65 53 21 66 10 20 27 44 13
Chr.-z.
19 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
24 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
26 1 1 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0
27 3 1 0 0 0 1 3 2 2 0 0 0
28 2 0 0 0 1 0 1 0 2 0 0 0
29 0 1 0 0 1 0 0 2 1 0 0 0
30 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
31 2 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0
33 1 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
34 3 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1
101
9 Anhang
Tabelle 9.1: Chromosomenzahl/Zelle der verschiedenen Zelllinien (fortgesetzt)
FS I.1 II.1 III.1 IV.1 V.1 K.1
Pass. 118 28 37 65 53 21 66 10 20 27 44 13
Chr.-z.
35 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0 0 0
36 6 0 2 0 6 0 0 0 0 0 0 4
37 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
38 4 2 7 3 5 4 2 4 3 9 13 33
39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 3 2 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
41 0 3 0 2 3 0 0 0 0 2 1 0
42 2 2 0 3 2 0 0 4 1 0 0 0
43 6 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0
44 3 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0
45 7 1 0 0 4 3 3 2 0 1 1 0
46 7 0 0 0 1 0 2 2 1 0 1 0
47 5 0 0 0 3 0 2 0 1 0 1 0
48 2 0 2 1 1 2 2 0 2 1 6 0
49 1 0 0 2 0 2 0 1 0 3 0 0
50 2 0 0 1 2 0 0 1 4 2 2 0
51 0 1 1 2 4 0 2 1 5 2 1 0
52 1 0 0 3 3 0 2 2 1 0 2 0
53 0 0 0 3 1 0 1 0 2 0 1 0
54 2 0 0 2 4 0 0 0 0 0 1 0
55 0 0 0 1 5 0 1 0 0 1 1 0
56 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0
57 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0
58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
59 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
102
9.1 Tabellen
Tabelle 9.1: Chromosomenzahl/Zelle der verschiedenen Zelllinien (fortgesetzt)
FS I.1 II.1 III.1 IV.1 V.1 K.1
Pass. 118 28 37 65 53 21 66 10 20 27 44 13
Chr.-z.
60 1 0 0 0 3 0 2 0 0 0 0 0
61 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
62 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
63 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
64 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0
65 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0
66 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
67 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
68 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
70 1 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0
71 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0
73 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0
74 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
76 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
77 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
78 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
79 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
80 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
81 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
83 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0
84 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
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Tabelle 9.1: Chromosomenzahl/Zelle der verschiedenen Zelllinien (fortgesetzt)
FS I.1 II.1 III.1 IV.1 V.1 K.1
Pass. 118 28 37 65 53 21 66 10 20 27 44 13
Chr.-z.
85 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
86 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
87 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
88 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
89 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
90 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
91 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
92 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
94 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
95 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
97 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
98 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
101 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
102 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
109 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabelle 9.1: Chromosomenzahl/Zelle der verschiedenen Zelllinien (fortgesetzt)
FS I.1 II.1 III.1 IV.1 V.1 K.1
Pass. 118 28 37 65 53 21 66 10 20 27 44 13
Chr.-z.
110 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
111 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
112 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
113 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
114 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
115 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
116 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
118 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
119 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
121 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
122 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
123 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
124 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
125 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
126 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
127 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
129 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
130 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
131 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
132 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
133 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
134 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabelle 9.1: Chromosomenzahl/Zelle der verschiedenen Zelllinien (fortgesetzt)
FS I.1 II.1 III.1 IV.1 V.1 K.1
Pass. 118 28 37 65 53 21 66 10 20 27 44 13
Chr.-z.
135 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
136 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
137 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
138 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
139 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
140 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
141 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
142 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
143 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
144 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
145 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
146 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
147 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
148 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
149 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
151 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
152 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
153 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
154 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
155 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Erla¨uterung der Abku¨rzungen:
Zelll.: Zelllinie; K: Kontrollzelllinie; Pass.: Passage; Chr.-z.: Chromosomenzahl/Zelle
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9.2 Chemikalien, Lo¨sungen, Puffer und
Bezugsquellen
9.2.1 allgemeine Chemikalien und Lo¨sungen
• Millipore GmbH, Eschborn
Milli-RO10/QUF (Plus)-Water Purification System
Aqua bidestillata
• Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Methanol 99,9 %, Rotipuran®, p. a.
Essigsa¨ure 100 %, Rotipuran®, p. a.
Ethanol 100 %, Rotipuran®, p. a.
Trypanblaupulver fu¨r Mikroskopie, (C. I. 23850), 100 g
Aceton (99,5 %), zur Synthese
• DROL Laborgera¨te & Zubeho¨r Dr. Otto Lorey, Reichertshausen
Fermacidal D2®(Fla¨chendesinfektionsmittel)
Ch.-Nr. 58485
• Kesla Chemie GmbH, Pharma Wolfen, Wolfen
Wofasept® AH(Ha¨ndedesinfektionsmittel)
UN 1219/N-15668
9.2.2 Arbeitsmaterialien und Gera¨te
• DUNN Labortechnik GmbH, Asbach
Scitech Division of Asahi Techno Glass Corporation, Tokio, Japan
Zellkulturflaschen (25 cm2, canted neck, IWAKI), Kat.-Nr.: 3100-025
Zellkulturflaschen (75 cm2, canted neck, IWAKI), Kat.-Nr.: 3110-075
• Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
96 Well Polystyrol Zellkultur Microplatten,
transparent, V-Boden, mit Abdeckplatte (Kat.-Nr.: 651 180)
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24 Well Zellkultur Multiwell Platte
transparent, mit Abdeckplatte (Kat.-Nr.: 665 180)
• Karl Hecht KG ”Assistent“, Sondheim/Rho¨n
Pasteurpipetten (230 mm, lange Form)
(Kat.-Nr.: 567/2)
• Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Nunc Cryo Tube Rack (Kat.-Nr.: 376589) Nalgene® Cryo 1 °C Free-
zing Container (Kat.-Nr.: 5100-0001)
• Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Einwegpasteurpipetten, 3 ml, unsteril
(Art.-Nr.: EA 65.1)
• Eppendorf AG, 22339 Hamburg
Standard Eppendorf Tubes (3810x), farblos, 1,5 ml
(Bestell.-Nr.: 0030 125.150)
• Becton Dickinson Labware Europe, Meylan Cedex, Frankreich
konische Zentrifugenro¨hrchen, 15ml (Kat.-Nr.: 352096)
• Hettich Zentrifugen GmbH, Tuttlingen
Universal 16A, Rotina 48 RC
• Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Rotilabo®-Spritzenfilter, steril, 0,45 µl (Art.-Nr.: P665.1)
• Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Universalmikroskop Axioplan 2
• Leica, Wetzlar
Orthoplan Mikroskop mit Gru¨nfilter 546 nm
• Digitalkamera Nikon
Coolpix 4500
• Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Go¨ttingen
Kompakt-Digitalkamera (mit Filtergewinde)
Axio Vision Release 4.6 (Software)
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• Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Pipettenspitzen, steril
• O. Kindler, Freiburg i. Br.
Eukitt®, Einschlussmittel fu¨r mikroskopische Technik
• Nalge Nunc International Corp., Naperville, USA
Lab-Tek® II, ChamberSlide®-System mit Deckel, steril
(Art.-Nr.: 154526)
• Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH, Edermu¨nde
StarFrost Objekttra¨ger (ca. 76 x 26 mm / 3 x 1 inch)
Deckgla¨ser fu¨r Mikroskopie (24 x 60 mm)
• Fa. Heraeus Instruments/ Kendro Laboratory Products GmbH, Lan-
genselbold
Sicherheitswerkbank (LaminAir)
• Heraeus Instruments, Bereich Thermotech, Hanau
Begasungsbrutschrank (BB 16)
• Fa. Tecnomara GmbH, Fernwald
Absaugpumpe, Vacuboy®
Abflammgera¨t, Fireboy®
• Fa. Semperit Technikprodukte GmbH & Co KG, Wien, O¨sterreich
Einmalhandschuhe (Semperguard Latex powderfree)
• J. Ko¨ttermann KG, Labortechnik, Ha¨nigsen
Wasserbad
• W. Memmert, Fabrik fu¨r Laboratoriumsgera¨te, Schwabach/Bayern
Trockensterilisator
• Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Ko¨nigshofen
Neubauer Za¨hlkammer, Glas, DIN 12847, 0,0025 mm2x 0,1 mm Tiefe
Haemacytometer-Deckgla¨ser (20 x 26 mm)
• Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg
Olympus-Invers-Mikroskop IX50/IX70
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• Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich
Schott-Duran®, Zentrifugengla¨ser (mit kurzkonischem Spitzboden,
glatter Rand)
Schott-Duran®, Zentrifugengla¨ser (mit rundem Boden, glatter Rand)
• Hirschmann Laborgera¨te GmbH & Co. KG, Eberstadt
Pipetus®-akku (Akku-betriebene Pipettierhilfe)
• Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim
Magnetru¨hrer (MR 3001 K8, 800 W)
9.2.3 Zellkultur
• PAA Laboratories GmbH, Pasching, O¨sterreich
DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium),
high glucose (4,5 g/l) with L-glutamine, 500 ml
(Kat.-Nr.: E15-810)
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/10 mg in normal saline), 100 ml
(Kat.-Nr.: P11-010)
Gentamicin solution, 50 mg/ml, steril filtriert, 100 ml
(Kat.-Nr.: P11-005)
Foetal Bovine Serum, 500 ml
(Kat.-Nr.: A15-151)
• MP Biomedicals, North America, USA
Trypsin-EDTA-Lo¨sung fu¨r Zellkulturgebrauch, 100 ml
(Kat.-Nr.: 1689149)
• Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), 1000 g
(Art.-Nr.: 4873)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 · 2 H2O),1000 g
(Art.-Nr.: 6580)
Kaliumchlorid (max. 0,005 % Br) zur Analyse, 500 g
(Art.-Nr.: 4933)
Giemsa-Lo¨sung (Azur-Eosin-Methylenblaulo¨sung), 100 ml
(Art.-Nr.: 1.09204.0100)
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• Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Nunc Cryo Tubes (external thread tubes), 1,8 ml (Kat.-Nr.: 368632)
• Biochrom AG seromed, Berlin
Colcemid® (Colchizin) in PBS, 25 ml
(Art.-Nr.: L6221)
9.2.4 Immunfluoreszenz
• TBS-Stammlo¨sung (Tris-buffered saline), pH 7,6
– 60,57 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Taufkirchen)
– 610 ml Aqua bidestillata
– 390 ml HCl 1 N (Titrisol®, Merck, Darmstadt)
– Der pH-Wert wurde mit 1 N HCl eingestellt.
• TBS-Gebrauchslo¨sung
– 100 ml Stammlo¨sung
– 900 ml 0,8 % NaCl in Aqua bidestillata
– Die Gebrauchslo¨sung wies einen pH-Wert von 7,8 auf.
• Detergens (1 %):
– 1 ml Nonident P-40 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen)
– 99 ml TBS-Gebrauchslo¨sung
• Blockierungslo¨sung (Schweineserum, PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, O¨sterreich):
– 40 % Schweineserum (in TBS-Gebrauchslo¨sung ansetzen)
• TBS/BSA-Lo¨sung (1 %):
– 500 mg BSA (Bovines Serum Albumin, Jackson ImmunoRese-
arch Laboratories, Inc.)
– 50 ml TBS-Gebrauchslo¨sung
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• Prima¨rantiko¨rper
Sigma-Aldrich, Steinheim
monoclonal anti-gamma-Tubulin (CLONE GTU-88), mouse ascites
fluid
(Produkt-Nr.: T6557)
• Sekunda¨rantiko¨rper
Dianova GmbH, Hamburg
Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L), 1,5 mg/ml
(Produkt-Nr.: 115-165-003)
• Fluoreszenz-Kernfarbstoff
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sybr Green (safe DNA gel stain)
(Kat.-Nr.: S-33102)
• SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Fluoromount for microscopy (Einbettmedium)
(Kat.-Nr.: 21644)
• Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Nonidet P-40 (nonionic detergent), 50 ml (Kat.-Nr.: N-6507)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 1000 g (Kat.-Nr.: 93352)
• PAA Laboratories GmbH, Pasching, O¨sterreich
Porcine Serum, 500 ml
(Kat.-Nr.: B15-030)
• Merck, Darmstadt
Titrisol® , 1N (1 mol/L) HCl
(Kat.-Nr.: 1.09970.0001)
Natriumchlorid, reinst
(Kat.-Nr.: 1.06400.5000)
• Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.
Bovines Serumalbumin (BSA), IgG-free/Protease-free, 50 g
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10 Abku¨rzungsverzeichnis
Ag Antigen
Ak Antiko¨rper
BSA Bovine serum albumine
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinsa¨ure
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure
EGF Epidermal growth factor
EKH Europa¨ische Kurzhaarkatze
et al. et alii
FeLV felines Leuka¨mievirus
FeSV felines Sarkomvirus
FGF fibroblast growth factor
FS Fibrosarkomzelllinie
K Kontrollzelllinie
k. A. keine Angaben
ml Milliliter
MTOC microtubule organizing center
P Passage
PBS Phosphate buffered saline
PCM pericentriolar matrix
PDGF Platelet-derived growth factor
® registered trade mark
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Abku¨rzungsverzeichnis
TBS Tris puffered saline
TGFα transforming growth factor alpha
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
well Vertiefung einer Zellkulturplatte
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